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Sinopsis

Las luciérnagas son uno de los grupos de insectos con mayor popularidad,
principalmentepor la presencia de sefiales bioluminiscentes a lo largo del proceso de
cortejo. Su investigacion en Latinoamérica es escasa y se enfoca en taxonomia tradicional
basada en caracteres morfologicos. En la actualidad no se ha generado ningln tipo de
informacion genética de luciérnagas guatemaltecas. Su identificacion puede ser complicada
y enmultiples ocasiones es necesario conocer el patrén de luz para identificar especies. Es
necesario realizar investigaciones cientificas que complementen los métodos de
clasificacion tradicional. El presente trabajo tiene como objetivo explorar la diversidad de
luciérnagas en distintos departamentos de Guatemala, y realizar filogenias con genes
mitocondriales y nucleares. Se recolectd especimenes de siete departamentos, los cuales
fueron procesados para su identificacion taxondmica, extraccion de ADN, PCR vy
finalmente secuenciacion bidireccional Sanger de los loci de interés. Posteriormente se
generaron arboles filogenéticos empleando inferencia bayesiana y métodos de maxima
verosimilitud. Se estaran posicionando las luciérnagas guatemaltecas dentro de la filogénia
ya conocida para Lampyridae y asi conocer sus relaciones filogenéticas. Lampyrinae y
Photurinae se recuperaron como grupos no monofilético para los genes COIl y 18s. Al
contrario, para el gen 28s , ambos grupos se recuperaron como monofiléticos. Estos
resultados indican que los genes 18s y COI pueden ser empleados para descifrar las
relaciones filogenéticas de luciérnagas.
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l. Introduccidén

Las luciérnagas (Coleoptera: Lampyridae) contribuyen a mantener estabilidad en la red
tréfica por su dinamica depredador-presa (Badruddin,2019). El estadio larval es un
depredador feroz de invertebrados terrestres (caracoles, gusanos y babosas). Su preferencia
hacia los caracoles es altamente beneficiosa para jardines y plantaciones agricolas (Fallon
et al.,2019). Asimismo, las luciérnagas son indicadores de buena salud ambiental de los
sitios en donde se encuentran por su alta sensibilidad a contaminacion luminica y
degradacion de fuentes de agua (Zaragoza et al., 2017).

Son reconocidas mundialmente por su llamativo comportamiento de cortejo, el cual
consiste en multiples patrones de luz coordinados entre hembras y machos. Asimismo,
presentan especies diurnas y nocturnas que utilizan feromonas o patrones de luz especificos
parar la reproduccion. Las especies diurnas no utilizan luz para la atraccion de su pareja,
en lugar, utilizan compuestos quimicos y se encuentran activos durante el dia. Las
luciérnagas nocturnas emiten luces prolongadas o parpadeos de luz cortas como sefiales
sexuales (Stanger-Hall et al., 2018). Son un grupo cosmopolita con presencia en todo el
mundo y cuentan con méas de 2000 especies en 100 generos (Lewis y Cratsley, 2008). Son
un grupo con un ancestro comun de aproximadamente 140 millones de afios (Hohna et
al.,2021). Las luciérnagas no son el Gnico grupo que presenta luz ya que escarabajos de las
familias Elateridae, Rhagophthalmidae y Phengodidae también son bioluminiscentes. Sin
embargo los lampiridos es el grupo mas estudiado (Fallon et al., 2018).

El presente trabajo se enfocO en explorar la diversidad de luciérnagas en distintos
departamentos de Guatemala, identificar taxonGmicamente, generar secuencias genéticas y
realizar filogenias con genes mitocondriales (COIl) y nucleares (18s y 28s). Se recolectd
especimenes de siete departamentos (Escuintla, Guatemala, Sacatepéquez, Solola, Zacapa,
Chiquimula y Alta Verapaz), los cuales fueron procesados para su identificacion
taxondmica, extraccion de ADN, PCR y finalmente secuenciacion de los loci de interés. Se
realizé secuenciacion bidireccional Sanger de los productos de PCR generados (18s, 28s 'y
COl) y posteriormente se generaron arboles filogenéticos empleando inferencia bayesiana
y métodos de maxima verosimilitud. El principal objetivo de este estudio fue identificar las
especies gque se encuentran en Guatemala y comparar los resultados de filogenias realizadas
en otras partes del mundo con las generadas en este estudio. Asimismo, se estaran
posicionando las luciérnagas guatemaltecas dentro de la filogénia ya conocida para
Lampyridae y asi conocer sus relaciones filogenéticas. Lampyrinae y Photurinae se
recuperaron como un grupo no monofilético para los genes COl y 18s. Al contrario, para
el gen 28s, ambos grupos se recuperaron como monofiléticos. Estos resultados indican que
los genes 18s y COI pueden ser empleados para descifrar las relaciones filogenéticas de
luciérnagas.



1. Antecedentes

2.1 Caracteristicas morfoldgicas de Lampyridae

La familia Lampyridae forma parte de la superfamilia Elateroidea. Presentan cuerpo
blando, caracteristica que comparten con Cantharidae, Lycidae, Phengodidae y
Telegeusidae. Una de las caracteristicas morfologicas mas importantes es la presencia de
6rganosluminosos en la porcion ventral del abdomen en estado larval y adulto. EI pronoto
es grande, aplanado, flexible y con bordes que cubren parcialmente la cabeza. Los 0jos y
cuello solamente se pueden observar cuando se movilizan. La forma del cuerpo es oval-
alargada, pueden medir de 4 a 18mm de largo, color negro, café u olivo. Antenas
generalmente formadas por 11 antendmeros, insertadas cerca de las mandibulas. Palpos con
cuatro segmentos que pueden estar modificados. El edeago es tipicamente trilobulado y
modificado a nivel de género o especie (Zaragoza et al., 2017).

2.2 Especie bandera

Las especies banderas son especies con un alto reconocimiento mundial y atraccion
universal que aumentan la concientizacion ciudadana. Su conservacion es fundamental para
el manejo y control de habitats grandes y para la proteccion de otras especies menos
conocidas que tienen un papel importante en el ecosistema (Qian et al., 2020). Las
luciérnagas hacen un grupo bandera ideal por su encanto universal, belleza y valores
espirituales y culturales. Al concientizar a la poblacion de las luciérnagas y de sus
requerimientos, es posible apoyar a la conservacion de especies de fauna y flora que
dependen de ecosistemas similares a los que se encuentran las luciérnagas. Asimismo,
poder generar planes y estrategias de conservacion de insectos que usualmente son grupos
que se ignoran (Fallon et al.,2019).

2.3 Ciclo de vida

Experimentan metamorfosis completa (huevo, larva, pupa y adulto) (Figura 1). Los
huevostienden a ser redondos, blancos, cremas, amarillos o anaranjados dependiendo de la
especie. Usualmente ponen sus huevos en un promedio de 30 por sitio. Los huevos
presentan un tamafio diminuto (<1mm), que dificulta su observacion sin ninguna
herramienta de aumento (Faust, 2015). En algunas especies los huevos también son
bioluminiscentes (Bessho-Uehara y Oba, 2017). En cuanto al estadio larval, este es el mas
largo. Normalmente, se pueden observar dos puntos bioluminiscentes al final del abdomen.
La mayoria de larvas presentan habitos subterraneos, terrestres o arboreos dependiendo la
especie (Faust,2015). Por ejemplo, Pyractomena lucifera y P. dispersa tienen larvas
semiacuaticas. En el continente asiatico se pueden observar larvas completamente acuaticas
como es el caso de Luciola ficta (Faust, 2015; Ho et al., 2010). Este estadio es considerado
el mas activo ya que se alimentan de caracoles, gusanos y otras criaturas pequefias que se
encuentran en el suelo. La alimentacion es fundamental para el desarrollo que puede variar
dependiendo de los recursos disponibles (Fallon et al.,2019; Lewis et al., 2021).
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FIGURA 1. Ciclo de vida de Lampyridae.
Huevo (~3 semanas), larva (~1-2 afios), pupa (~3 semanas) y adulto (~3-4 semanas)
(Lewis et al.,2021).

2.4 Habitat

La luciérnagas pueden ser localizadas en un amplio rango de habitats: humedales,
bosques,desiertos y depresiones de agua dulce. EI mayor requerimiento es la presencia de
humedad.La mayoria de especies son generalistas; sin embargo, hay excepciones como es
el caso dePleotomodes de Florida en del Sur de Estados Unidos. En esta especie, tanto las
larvas como los adultos, se encuentran asociados a nidos de hormigas (Fallon et al., 2019).
Dependiendo del estadio en el que se encuentran, las luciérnagas requieren de microhabitats
distintos. Huevos y larvas se pueden localizar en musgo, suelo, hojarasca o troncos
podridos. Las pupas pueden ser encontradas en suelo, hojarasca, vegetacion herbacea o
troncos de arboles. En cuanto a las hembras neoténicas, las cuales generalmente no se
movilizan de su sitio natal, utilizan ramas y hojas como refugio. Por el contrario, los adultos
alados se pueden movilizar a través de la capa de dosel o vegetacion emergente (Lewis et
al., 2020).



2.5 Alimentacion

Las larvas son depredadores feroces y son el Unico estadio que se alimenta en la mayoria
de especies. Las hembras del género Photuris y Bicellychonia son la excepcidn a esta regla,
al ser depredadores especialistas de otras luciérnagas (Figura 2). Presentan la capacidad de
imitar el patron de luz de otras especies, principalmente de Photinus (Fallon et al., 2019).
Los ataques depredadores son realizados en el aire durante el vuelo, hacia machos
receptores de la sefial. Al alimentarse de otras luciérnagas, las hembras obtienen moléculas
defensivas (lucibufaginas) que son empleadas para su proteccién y de los huevos. Photuris
no produce estas moléculas por lo que necesita obtenerlas de sus presas (Stanger-Hall y
Lloyd, 2015).

FIGURA 2. Photuris imitando patrén de luz para depredar luciérnagas.
Ejemplares de Photuris hembras alimentandose de luciérnagas
(Lewis et al., 2021).

2.6 Defensa quimica

Multiples taxones de Lampyridae son tdxicos y pueden presentar sabores desagradables
para depredadores. Contienen sustancias que los protegen de vertebrados (lagartijas,
mamiferos, aves, artropodos y peces ) (Eisner et al., 2006). La molécula responsable de
este fendmeno es denominada lucibufaginas, cuyo nombre es derivado por su estructura
quimica similar al esteroide del veneno de los sapos chinos, bufalina (Eisner et al., 1997).
Adicionalmente, los patrones de coloracion de Lampyridae, usualmente negro, rojo,
amarillo y naranja, pueden ser sefiales aposematicas para depredadores (Stanger-Hall y
Lloyd, 2015).

En el caso de Photuris versicolor, esta contiene una sustancia defensiva que solamente
se encuentra en esta especie, la cual es el N-Methylquinolinium 2-carboxylato (Figura 3).
Esta molécula se encuentra en machos y larvas de P. versicolor también tiene la capacidad
de trasmitir las lucibufaginas capturadas del consumo de individuos de Photinus (Gonzélez
et al., 1999).
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FIGURA 3. Estructura quimica de los principales componentes defensivos de Photinus y
Photuris A: Estructura quimica de lucibufaginas en las especies del género Photinus. B:
Estructura quimica N-Methylquinolinium 2-carboxylato en Photuris versicolor

(Gonzélez et al.,1999).

2.7 Feromonas

Las especies diurnas no son capaces de la produccion bioluminica y dependen solamente
de compuestos volatiles (feromonas) para atraer pareja. Existe evidencia del uso de
feromonas por parte de especies diurnas (Lucidota atra, Pyropyga nigricans, Photinus
indictus, Phosphaenus hemipterus y Lucidina biplagiata). Asimismo, las hembras de
especies nocturnas utilizan una combinacion de feromonas y bioluminiscencia (Lewis y
Cratsley, 2008). Las feromonas son liberadas por parte de las hembras en sitios altos y
abiertos o en el suelo como es el caso de Lampyris y Lamprohiza para la atraccion de
machos (Stanger-Hall et al., 2018).

2.8 Senales bioluminiscentes

Los destellos de luz son utilizados como sefial sexual por parte de la mayoria de
luciérnagasnocturnas. Hembras y machos utilizan sefiales de luz especificas que identifican
la especiey el sexo de su posible pareja (Stanger-Hall y Lloyd, 2015). En especies de los
géneros Microphotus, Lamprohiza y Lampyris los machos son atraidos por los destellos
continuosy modulados emitidos por hembras neoténicas. Por otro lado, Photinus y
Pyractomena tienden a emplear un sofisticado sistema de comunicacién en donde existe
intercambio desefiales hasta que la copulacion finaliza (Lewis y Cratsley, 2008).



2.9 Bioluminiscencia

La bioluminiscencia es un mecanismo utilizado por animales como sefial sexual y
aposematica. Dentro de Coleoptera solamente ocurre en: Elateridae, Rhagophthalmidae,
Phengodidae, Lampyridae (Martin,2014). La ruta quimica de bioluminiscencia, incluyendo
la estructura de las luciferasas, es similar entre estas familias (Martin et al., 2017). Todas
las larvas de luciérnagas presentan luz y se hipotetiza que esta es usada como sefial
aposematica. En adultos la bioluminiscencia es adicionalmente utilizada durante el cortejo.
Los lampiridos son capaces de producir luz por una reaccion de dos pasos. La luciferasa
cataliza la adenilacion Mg-ATP dependiente del sustrato luciferina. Seguido de reacciones
dependientes de oxigeno que resultan en emision de luz. El color puede variar de amarillo
(546 nm) a naranja (590 nm) a pesar que la estructura de luciferina es idéntica en todas las
especies. Se hipotetiza que estos cambios de coloracion se deben a modificaciones del sitio
activo de la enzima luciferasa y al microambiente que se encuentran (Lewis y Cratsley,
2008; Fallon et al.,2019).

La bioluminiscencia es generada por 6rganos fotogénicos, histologicamente similares a
tejido adiposo. En larvas de Phengodes, el 6rgano fotico consiste en un fotocito individual
de gran tamario (Viviani, 2002). En el caso de Photinus y Photuris que presentan patrones
de luces intermitentes, el érgano de luz consiste de miles de fotocitos dispuestos en rosetas
impregnados por traqueolas y nervios. El oxigeno es suplementado por traqueolas y la
bioluminicidad es controlada neuralmente (Viviani, 2002). Analisis genéticos han
mostrado la similitud de los genes de luciferasas con las secuencias genéticas que codifican
proteinas que rompen grasa, sugiriendo que la luciferasa ancestral tuvo un posible origen
por medio una duplicacién en un gen metabolico (Fallon et al., 2019).

El gasto energético de la produccion de bioluminscencia ha sido estudiado utilizando un
respirometro diferencial de flujo abierto. Sorprendentemente, el gasto metabdlico no es alto
y sugiere que el costo de mantener la capacidad bioluminiscente es minima. En el ritual de
cortejo el mayor gasto se da por el vuelo de los machos buscando pareja (Woods et al.,
2007).

La luciferasa ha sido empleado durante décadas en la investigacion biomédica y
biotecnéloga para visualizar transmision de VIH, deteccién de coagulos sanguineos,
monitorear crecimiento de tumores y otros usos en biologia molecular (Fallon et al., 2019).
Recientemente, ha existido un alto interés de la industria de la biotecnologia en utilizar la
enzima de las luciérnagas para desarrollar una luciferasa con propiedades mejoradas que se
adapten a maltiples aplicaciones. Especificamente se desea desarrollar luciferasas mutantes
de luciérnagas que puedan ser estables a cambios de pH, temperatura y actividad
proteolitica (Syed y Anderson, 2021).



2.10 Estudios filogenéticos de Lampyridae

Es la ciencia que se encarga de reconstruir la historia evolutiva de la vida en la tierra.
Tradicionalmente, las filogenias se construian U(nicamente utilizando caracteres
morfologicos. La introduccién de las técnicas de PCR y secuenciacion Sanger a final de la
década de los 70s ha permitido la inclusion de informacion genética y de esta forma crear
las primeras filogenias moleculares. La inclusion de datos genéticos ha desafiado hipdtesis
ampliamente aceptadas acerca de relaciones filogenéticas entre grupos de animales y
plantas. El uso de genes nucleares especificamente la region del 28s y 18s ha sido Util para
resolver relaciones de insectos (Miller et al. 2007; Lord et al. 2010). Sin embargo, las
filogenias de loci limitados utilizando la tecnologia Sanger presentan limitaciones como:
posibles errores de muestreo y arboles filogenéticos con soporte bajo (Young y Gillung,
2020).

Actualmente, la filogenética depende de informacion extraida de material genético como
ADN, ARN o secuencias de proteinas (Munjal, Hanmandlu y Srivastava, 2018). Este
campo ha experimentado grandes cambios en las Gltimas dos décadas, especialmente por
el desarrollo de técnicas de Secuenciacion de Nueva Generacion (SNG. Las técnicas de
SNG han revolucionado la secuenciacion de ADN) reduciendo dramaticamente los precios
y aumentando la generacion de informacion. Esto ha facilitado la generacion de secuencias
geneticas tanto de organismos modelos como de no modelos (Young y Gillung, 2020). Este
desarrollo ha transformado el campo de filogenética molecular a filogendmica (Mardis,
2011).

Investigar las relaciones evolutivas de las luciérnagas ha sido un tema de gran interés.
El primer estudio en realizar filogenias utilizando marcadores mitocondriales (16s), se
realizd en Japon analizando 27 especies de lampiridos del area (Susuki,2007).
Posteriormente, se generd la primera filogenia de Norte América utilizando 26 especies
pertenecientes a 16 géneros. Los resultados de dicho estudio mostraron que las luciérnagas
norte americanas no forman un grupo monofilético (Stranger-Hall et al.,2007).

Se reconstruy6 la filogenia utilizando analisis morfolégico con mayor nimero de
muestrascubriendo al ~80% de géneros de Lampyridae. Jeng, reclasificé a la familia
Lampyridae para incluir a nueve subfamilias. En su analisis 8 familias se recuperaron como
monofiléticas a excepcion de Ototretinae. Se sugirid su division en dos grupos: Ototretinae
monofilético y pan-Ototretinae parafilético (Ototetinae no tradicionales y la subfamilia
Ototretadrilinae) (Jeng, 2008).

En estudios mas recientes, los cuales incorporaron datos genéticos y morfoldgicos, se
determind que todas las subfamilias en el analisis son monofiléticas a excepcién de
Lampyrinae (Martin , 2014 ;Martin et al.,2017). La filogenia de alto nivel utilizando 436
loci fue el primer andlisis en utilizar datos gendmicos para actualizar la clasificacion de alto
nivel de este grupo dentro de un marco filogenético. En este analisis, Lampyrinae se



recuperé como un grupo polifilético y Photurinae como parafilético por la inclusiéon de
Vesta (Martin et al.,2019). Utilizando el set de datos de Martin (Martin et al.,2019) . Se
genero un arbol calibrado en donde se estima la edad de Lampyridae. Se estima a 139.85
millones de afios, resultado mayor a estudios previos en donde el nimero de muestras fue
menor. Esta informacion generada es fundamental para realizar hipotesis acerca de la
historia biogeografica de Lampyridae (Hohna et al.,2021). Realizar filogenias de
luciérnagas es importante para deducir su historia evolutiva, clasificar especies
taxonémicamente y estudiar especializaciones ecoldgicas de este grupo (sefiales sexuales y
bioluminscencia).

2.11 Estudios en Guatemala

Biologia Centrali-America es el primer manuscrito que describe la diversidad de Insecta
en Guatemala, se han reportado al menos 14 géneros de Lampyridae (Gorham,1881). En
Guatemalalas luciérnagas no han sido estudiadas profundamente. En la literatura primaria
las publicaciones son limitadas. En un estudio se describio la fenologia de distintas especies
de Lampiridae en un sitio urbano de la ciudad de Guatemala. Las observaciones se
realizaron durante ocho afios y se describid el patrén de luz de once especies pertenecientes
a cuatro géneros (Ellychnia, Photuris, Photinus y Bicellonycha) (Schuster,1997). En el
resto de Centroamérica la situacion es similar. Guatemala es un pais megadiverso por su
posicién geogréaficay debido al alto nimero de ecosistemas presentes (Cano et al., 1999)por
lo que es importante explorar y conservar la diversidad que ofrece el pais. Este estudio
generara informacion genética que puede ser Util para realizar esfuerzos de conservacion
basandose en investigacion cientifica.

2.12 Especie bandera

Las especies banderas son especies con un alto reconocimiento mundial y atraccién
universal que aumentan la concientizacion ciudadana. Su conservacion es fundamental para
el manejo y control de habitats grandes y para la proteccion de otras especies menos
conocidas que tienen un papel importante en el ecosistema (Qian et al., 2020). Las
luciérnagas hacen un grupo bandera ideal por su encanto universal, belleza y valores
espirituales y culturales. Al concientizar a la poblacion de las luciérnagas y de sus
requerimientos, es posible apoyar a la conservacion de especies de fauna y flora que
dependen de ecosistemas similares a los que se encuentran las luciérnagas. Asimismo,
poder generar planes y estrategias de conservacion de insectos que usualmente son grupos
que se ignoran (Fallon et al.,2019).

2.13 Turismo sostenible
Las luciérnagas debido a su alto reconocimiento y belleza durante su cortejo han llamado

la atencion de millones de visitantes en todo el mundo. En Asia es una atraccién gque se ha
realizado por maultiples afios, recientemente se ha vuelto un fendmeno mundial (Fallon et
al.,2019). El turismo de luciérnagas puede brindar beneficios econdmicos a mdaltiples
poblaciones rurales. Se estima que 12 paises que cuentan con turismo de luciérnagas
anualmente atraen a mas de un millon de visitantes. Mostrando que puede existir un posible
mercado para esta actividad. Sin embargo, es necesario tomar en consideracion ciertos
aspectos como: la proteccion del habitat, involucrar a las comunidades en las decisiones y
brindar entrenamiento a los guias y turistas para realizar un proyecto de ecoturismo exitoso
(Lewis et al., 2021).



2.14 Amenazas

Historias verbales documentan el declive de las poblaciones de luciérnagas alrededor
del mundo. Lastimosamente, no se han realizado suficientes esfuerzos para investigar el
nivelde estos declives. Se tiene una idea de las principales causas del declive que incluyen:
pérdida de habitat, contaminacion luminica, uso excesivo de pesticidas, mala calidad de
agua, cambio climatico e introduccion de especies invasivas (Fallon et al., 2019). La
perdida, degradacion y fragmentacion de habitat es la amenaza méas grande de las
luciérnagas (Lewis et al., 2021). El desarrollo de todas las fases (huevo, pupay larva) y la
reproduccion de adultos tienden a ocurrir a nivel de suelo. Cualquier actividad que afecte
el suelo puede tener un efecto negativo en las poblaciones (Fallon et al., 2019). La pérdida
de hojarasca en sitios urbanos es una preocupacion, debido a que son necesarios para el
desarrollo de larvas. Asimismo, el 25% de las hembras a nivel mundial carecen de alas
funcionales y no pueden volar. Estas especies corren mayor riesgo de sufrir aplastamientos
(Lewis et al., 2020).



I11. Objetivos

3.1 Objetivo general

e Determinar las relaciones filogenéticas de las diferentes especies de luciérnagas en
Guatemala.

3.2 Objetivos especificos
e Ampliar el conocimiento de la diversidad de Lampyridae en Guatemala.
e Generar las primeras secuencias genéticas de Lampyridae en Guatemala.

e Generar arboles filogenéticos utilizando métodos bayesianos y de méxima
verosimilitud empleando genes nucleares y mitocondriales.
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V. Justificacion

El grupo de las luciérnagas presenta una historia evolutiva fascinante; no obstante, su
investigacion se ha visto limitada principalmente a Estados Unidos, Canada, Asia y ciertas
partes de Europa. Las investigaciones cientificas de estos organismos en Latinoamérica,
son practicamente nulas y se han enfocado principalmente en taxonomia tradicional de
caracteres morfoldgicos. En la actualidad, no existe ninguna investigacion en la region que
se enfoque en generar informacion genética. Tradicionalmente se utilizan caracteres
morfologicos para la clasificacion de especies, es necesario complementar con técnicas
moleculares. Contribuir con la informacién genética de este grupo es una urgencia,
principalmente en zonas de alta diversidad como Guatemala en donde las luciérnagas no
han sido estudiadas extensamente. Asimismo, este grupo presenta importancia evolutiva,
cultural, econémica y ecoldgica.

Las luciérnagas son insectos iconicos con alto reconocimiento global por su
bioluminiscencia, colocandolos como un posible grupo bandera para la conservacion de
insectos. Usualmente los invertebrados son ignorados en esfuerzos de conservacion global
por lo que es fundamental aumentar la conciencia ciudadana y simpatia politica para
generar planes de conservacion efectivos.

Existe una nueva tendencia de ecoturismo de observacion de luciérnagas. Recientemente
en México, se descubrieron grandes poblaciones de luciérnagas que han promovido un
ecoturismo sostenible en esta region, abriendo la posibilidad de un mercado (de ecoturismo)
para contemplar el show de cortejo de luciérnagas. En Guatemala se podria implementar
esta medida de turismo de bajo impacto que pueda aumentar el flujo econémico de
comunidades rurales y de esta forma promover el desarrollo sostenible. De igual forma, las
luciérnagas han sido de gran interés por la enzima luciferasa empleada en el campo de
biomedicina, biotecnologia y biologia molecular.

Finalmente, las luciérnagas se han propuesto como un prometedor control bioldgico.
Los caracoles terrestres en multiples partes del mundo se consideran plagas que causan
pérdidasmonetarias considerables. Las larvas de luciérnagas se alimentan principalmente
de caracoles terrestres que se reportan como plagas de cultivos (Fuy Meyer-Rochow,2013).
Realizar un mayor nimero de investigaciones es necesario para comprender a profundidad
este grupo. Esta investigacion es el primer intento que se ha realizado de estudiar las
relaciones filogenéticas de las especies de luciérnagas en Guatemala, lo cual es importante
para conocer su estatus taxonoémico y su historia evolutiva.
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V. Metodologia

5.1 Colecta de muestras

Las colectas de luciérnagas se realizaron en mudltiples sitios de Guatemala. Se
recolectaronmuestras de cuatro sitios urbanos en la periferia de la ciudad de Guatemala y
siete sitios rurales en seis departamentos (Escuintla, Sacatepéquez, Solol4, Zacapa,
Chiquimulay AltaVerapaz) (Figura 4). Las colectas se realizaron en un horario nocturno
(18.00-20.00) utilizando redes entomoldgicas para la colecta de los individuos. Se registrd
el tiempo, temperatura y localidad. Los individuos se colocaron en tubos eppendorf de
colecta(1.5mL) y al finalizar fueron transferidos a nuevos tubos de 1.5mL previamente
esterilizados en autoclave, con 1mL de etanol 95% para conservar el ADN. Posteriormente
las muestras se almacenaron a -20°C en un laboratorio del Departamento de Biologia de la
Universidad del Valle de Guatemala (UVG).
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FIGURA 4. Mapa con localidades de muestreo.
Puntos rojos corresponden a sitios de colecta en los diferentes departamentos (Escuintla,
Guatemala, Sacatepequez, Solola, Zacapa, Chiquimula y Alta Verapaz).

5.2 Trabajo de laboratorio
5.2.1 Identificacion taxondmica

Los individuos se identificaron utilizando distintas guias de Lampyridae (Buschman,
2016;Luk et al., 2011; Zaragoza-Caballero et al., 2020). Se observo la forma del pronoto
(ojival,semicircular), partes bucales (clipeo, mandibulas, palpos maxilares y labiales). Se
midio elancho: de la cabeza, del pronoto, la distancia interantenal, las fosas antenales, la
distancia interocular , del ojo y de los élitros. Se midid: la longitud total del individuo, de
los palpos
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maxilares y las antenas (antenomeros). Asimismo, se midio el largo de la cabeza, del
pronoto, del ojo, de los élitro y de los primeros seis esternitos (Figura 5y 6).

Adicionalmente, se realizaron disecciones del 6rgano sexual (edeago)(Figura 6). Con
el apoyo de una pinza entomoldgica y etanol, se disecciond el pigidio en donde se encuentra
el érgano sexual. El edeago se observé en estereoscopio y se realizaron fotografias laterales,
ventrales y dorsales. Por ultimo, la Dra. Viridiana Vega Badillo apoyo con la identificacion.

A B C

Pronoto

Escutelo

cl

Elitro
PLb

Organo
fotégeno Poro
estigmatiforme

Pigidio

FIGURA 5. Estructuras morfoldgicas de un adulto de Lampyridae.
Diagrama mostrando las estructuras morfoldgicas cruciales para la identificacion
taxondmica. A) Vista dorsal, B) vista ventral, C) cabeza; cl = clipeo, di = distancia
interocular, ei = espacio interocular, Esc = escapo, Fa = fosita antenal, Mnd =
mandibulas, Oj = ojo, PLb = palpo labial y PMx = palpo maxilar.
(Zaragoza-Caballero etal.,2020).

FIGURA 6 Identificacién morfoldgica de Lampyrinae.
Fotografias de Photuris trivittata (RC). A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a
vista ventral. C: corresponde a palpos maxiliares y labiales y D: corresponde a edeago en
vista ventral.
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5.2.2 Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando el kit comercial Promega Wizard® Genomic
DNA Purification de acuerdo a las instrucciones del fabricante utilizando la metodologia
sugerida para tejido animal. Para la extraccion, se macer6 el cuerpo completo de la
luciérnaga utilizando micro pistilos previamente autoclaveados a excepcion del érgano
sexual que se utiliz6 para la identificacion taxondmica. La cuantificacion se llevo a cabo
utilizando un espectrofotometro de bajo volumen Nanodrop (Thermofisher). Se cargé 2.0
puL de muestra y se midi6 la concentraciéon de ADN (ng/uL), absorbancia a A260A/280 y
A260/A230. Finalmente, se realiz6 una electroforesis de ADN utilizando agarosa al 1%
(60mL Buffer TBE, 0.6g agarosay 1uL de Gelred) para comprobar la integridad del ADN.

5.2.3 PCRy secuenciacion

Todas las muestras se diluyeron a una concentracion estandar de 20ng/uL antes de
comenzar con la reaccion de PCR. La reaccion de PCR se realizo con un volumen final de
60 uL (30uL GoTaqg Hot Start Colorless Master Mix 2x(Promega), 25.6 uLL H20 ultra pura,
1.2 puL cebador forward , 1.2 pL cebador reverse y 2 uL. ADN). Los cebadores fueron
seleccionados en base a investigaciones previas (Cuadro 1) (Baldwin et al.,1996; Stanger-
Hall et al., 2007; Whiting et al., 1997).

CUADRO 1. Cebadores empleados en el estudio.
La investigacion empleara 2 cebadores nucleares (18S* y 28S*) y un mitocondrial (COI)
respectivamente.

Cebador | Secuencia Fuente
28S5(*) | F2 AGAGAGAGAGTTCAAGAGTACGTG | Belshaw et al. (2001)
3DR TAGTTCACCATCTTTCGGGTC Belshaw et al. (2001)
18S(*) | 18S ATTAAAGTTGTTGCGGTT Whiting (2002)
a0.7
18S bi GAGTCTCGTTCGTTATCGGA Whiting (2002)
Col LCO GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG | Baldwin et al. (1996)
HCO TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATC | Baldwin et al. (1996)
A

(Baldwin et al.,1996; Belshaw et al.,2001; Whiting. 2002).
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CUADRO 2. Perfiles de amplificacion de PCR

Hot start Desnaturalizacién | Anillamiento | Extensién | Extensién Ciclos
final
28S | 95°C(2min 94°C(45s) 59°C(45s) 72°C(60s) | 72°C(7min) 28
)
18S | 95°C(2min 95°C(45s) 55°C(45s) 72°C(60s) | 72°C(15min 28
) )
COIl | 95°C(2min 94°C(60s) 44°C(46s) 72°C(60s) | 72°C(10min 30
) )

(Martin et al.,2017; Stanger-Hall et al., 2007).

Se utilizaron dos cebadores nucleares y un cebador mitocondrial (Cuadro 1), empleando
los perfiles de amplificacion descritos en el Cuadro 2. Para comprobar los resultados del
PCR, se realizé electroforesis utilizando geles de agarosa al 1%, corriendo el gel durante
45 minutos a 100 voltios. Se verifico la presencia de bandas en el gel utilizando un
transluminor UV. Para la limpieza del amplicon se utilizo el kit comercial ReliaPrep™
DNA Clean-Up and Concentration System segun las instrucciones del fabricante. El
producto de PCR, se cuantificd segun la metodologia descrita anteriormente. Finalmente,
el producto de PCR se secuencio en Macrogen, Corea del Sur.

5.3 Analisis bioinformatico

Los cromatogramas generados de la secuenciacion Sanger fueron utilizados para formar
secuencias consenso utilizando Geneious (Cuadro 12, 13 y 14.) (Kearse et al.,2012).
Asimismo, se extrajeron secuencias de GenBank utilizando Biopython con la etiqueta del
taxon de luciérnagas y el loci de interés ( “Lampyridae AND 28s”; “Lampyridae AND
18s”, “Lampyridac AND COI”). Las secuencias generadas para las distintas especies de
luciérnagas de Guatemala, fueron alineadas utilizando MAFFT (version 7.487) (Katoh et
al., 2019). Posteriormente, se realizé un alineamiento manual empleando Aliview (Larsson,
2014).

5.3.1 Seleccion de modelo

El modelo apropiado de evolucién fue determinado por JModelTest2 y Modelfinder
implementado en IQTREE utilizando AIC y BIC como criterios de informacién para
seleccionar el modelo que represente mejor los datos (Cuadro 7) (Posada, 2008). A
diferencia de JModelTest2, Modelfinder incorpora un modelo de frecuencia de
heterogeneidad a lo largo de los sitios (Kalyaanamoorthy et al., 2017).

5.3.2 Filogenia (Maxima versosimilitud e inferencia bayesiana)

Se utilizaron las secuencias consenso y las secuencias publicadas anteriormente en
Genbank (Cuadro 15) como ingroups. Existe un amplio debate en cuanto al grupo hermano
de Lampyridae (Ge et al.,2022). Se seleccionaron tres taxones como outgroup: Cantharidae,
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Lycidae y Phengodidae. Todos los set de datos fueron analizados utilizando el método de
méaxima verosimilitud implementado en 1Q-TREE (Nguyen et al., 2015), empleando el
algoritmo de bootstap ultra rpido con 1,000 réplicas , utilizando el siguiente comando:
igtree -s name_file -m TEST -bb 1000 -alrt 1000 en la terminal de Linux (Minh et al.,
2013).

Adicionalmente, se utiliz6 Mr Bayes 3.2.7 para realizar inferencia bayesiana (Bl) para
comparar los resultados del arbol de méxima verosimilitud generado en IQTREE. El
analisis se realizd segun a los parametros del Cuadro 8 (Ronquist et al., 2012).
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V1. Resultados

6.1 Resultados del trabajo de campo e identificacion taxondmica

Se colectaron e identificaron 32 especimenes perteneciendo a 4 géneros (Photinus,
Photuris, Bycellonycha y Aspisoma). Contando con el apoyo de la Dra. Viridiana Vega
Vadilla se pudo identificar multiples luciérnagas a nivel de especie. Sin embargo, es
necesario mencionar que la identificacion se realizé6 por medio electrénico (fotos y
mediciones) por lo que la identificacion se debe de tomar con cautela (Cuadro 3). Las
medicionestaxondmicas mencionadas previamente en metodologia, se pueden visualizar en
el Cuadro 4.

Se completo exitosamente 32 extracciones de ADN con buena calidad para la mayoria
de muestras (Cuadro 5). Se secuencio bidireccionalmente utilizando tecnologia Sanger 71
secuencias en total para los tres loci utilizados (18s,28s y COIl) (Cuadro 6). Los analisis
filogenéticos de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana se completaron de acuerdo a
los parametros mencionados en los Cuadros 7 y 8. Se pueden visualizar en las Figuras 16-
21.

CUADRO 3. Identificacion de especies Lampyridae de Guatemala.

Cadigo de Género Especie Pseudoespecie | Sitio de colecta Fecha
identificacion colecta
LA5 Photinus - spl Lomas de Atitlan 26/06/2021
LA18 Photinus - spl Lomas de Atitlan 28/06/2021
LA30 Photinus - spl Lomas de Atitlan 30/06/2021
LA44 Photinus - spl Lomas de Atitlan 03/07/2021
CD1 Photuris trivittata - Zona 15, Ciudadde 08/05/2021
Guatemala
CD2 Photuris trivittata - Zona 15, Ciudad 08/05/2021
de Guatemala
FC6 Photuris - spl Finca Colombia 01/05/2021
Sacatepéquez
FC7 Photuris - spl Finca Colombia 01/05/2021
Sacatepéquez
FC8 Photuris - spl Finca Colombia 01/05/2021
Sacatepéquez
RHS8 Photinus pulchellus/ - Reserva del 23/07/2021
affinis Heloderma,
Zacapa
RH13 Photinus pulchellus/ - Reserva del 23/07/2021
affinis Heloderma,
Zacapa
RH24 Photinus pulchellus/ - Reserva del 24/07/2021
affinis Heloderma ,
Zacapa
2RHS8 Bicellonycha - spl Reserva del 11/09/2021
Heloderma, Zacapa
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Codigo de Género Especie Pseudoespecie Sitio de Fecha de
identificacion colecta colecta

RH3 Aspisoma - spl Reserva del
Heloderma,
Zacapa

2RH9 Aspisoma - spl Reserva del 11/09/2021
Heloderma ,
Zacapa

RC1 Photuris trivittata - Rubel Chaim ,Alta 28/08/2021
\erapaz

RC2 Photuris trivittata - Rubel Chaim ,Alta 28/08/2021
Verapaz

CL2 Bicellonycha - sp2 Costa Linda, 10/07/2021
Escuintla

LP0O8 Photuris - sp2 Las Pozas, 7/08/2021
Chiquimula

LP17 Photuris - sp2 Las Pozas, 7/08/2021
Chiquimula

VAO06 Photuris picticollis - Volcén de Agua 04/09/2021

VAO07 Photuris picticollis - Volcén de Agua 04/09/2021

VA08 Photinus picticollis - Volcén de Agua 04/09/2021

VA0 Photinus picticollis - Volcéan de Agua 04/09/2021

BP14 Photinus - sp4 Bosque Palencia 13/05/2021

BP15 Photinus - sp4 Bosque Palencia 13/05/2021

ERO2 Photinus - sp5 El Ronconal 15/05/2021

ERO3 Photinus - sp5 El Ronconal 15/05/2021

CcCo2 Photinus cinctellus - San Juan , Ciudadde | 23/05/2021
Guatemala

CCo03 Photinus cinctellus - San Juan , Ciudad 23/05/2021
de Guatemala

CC26 Photinus cinctellus - San Juan , Ciudadde | 23/05/2021
Guatemala

cc27 Photinus cinctellus - San Juan , Ciudad 23/05/2021

de Guatemala
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FIGURA 7. Fotografias de_ Bycellonycha sp2. (CL)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a palpos
maxiliares y labiales.

FIGURA 8. Fotografias Bycellonycha sp 1. (2RH10)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral.
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FIGURA 9. Fotografias de Photuris trivittata (FC)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a palpos
maxiliares y labiales y D: corresponde a edeago en vista ventral.

FIGURA 10. Fotografias de Photuris trivittata (CD)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a palpos
maxiliares y labiales y D: corresponde a edeago en vista ventral.
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FIGURA 11. Fotografias de Photuris sp2.(LP)

A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a palpos
maxiliares y labiales y D: corresponde a edeago en vista ventral.

FIGURA 12. Fotografias de Photinus spl. (LA47)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a palpos
maxiliares y labiales y D: corresponde a edeago en vista ventral.
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FIGURA 13. Fotografias de Photinus pulchellus/ affinis (RH7)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a edeago en
vista ventral.

FIGURA 14. Fotografias de Photinus picticollis (VA)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a palpos
maxiliares y labiales y D: corresponde a edeago en vista ventral.
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FIGURA 15. Fotografias de Photinus cinctellus (CC)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a edeago en
vista ventral.

FIGURA 16. Fotografias de Photinus sp4 (BP)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral.
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FIGURA 17. Fotografias de Photinus sp 5 (ER)
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral. C: corresponde a edeago en
vista ventral.

FIGURA 18. Fotografias de Aspisoma spl.
A: corresponde a vista dorsal. B: corresponde a vista ventral.
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CUADRO 4. Mediciones taxonémicas utilizadas para la identificacion de Lampyridae.

Ancho de
Largo del Ancho de la |Longitud (I3 las Ancho de la Longitud Largo |Ancho
Longitud | Ancho de [Largo de |pronoto [Ancho del | distancia [de las fosas distancia |Ancho [Largo |palpos de los |[de los
total la Cabeza |la Cabeza pronoto |interantenal |antenas |antenales |interocular |de ojo |del ojo |maxilares |élitros |élitros |Esternito
CDh_1 8.6 5.9 2 1.3 2 0.7 11 1.2 3 1.6 1.6 0.9375 7.1 2.4 3.8
CD_2 7.3 3.4 2.2 1.3 1.3 0.5 14.2 1 2 1.7 1.7 1 6.1 2.2|NA
RC_1 8.8 4.4 3 1.6 1.8 0.4 13.6 1.1 2.2 2.7 2.5 1.3 7 3|NA
RC_2 9.6 4.7 3.1 1.5 2.4 0.7 12.9 1.2 2.6 2.7 2.3 1.375 7.1 2.9 3.6
RC_3 8 4 2.5 1.7 2.5 0.7 12.4 1.2 2.6 2.5 2.2 0.9625 6.5 2.7|NA
RC_4 9.5 5 3 1.7 2.9 1 16.1 1.4 35 2.7 2.5 1.475 7.6 3.3|NA
lp_1 7.5 4.5 2.5 1.6 2.6 0.6 13.1 1.2 2.5 2.5 2.2 1.125 6.2 3[NA
Lp_2 7.6 4.5 2.5 1.6 2.5 0.5 12.1 1.2 2.8 2.6 2.3 1.5 6.6 2.6|NA
FC_1 8.6 4 3 2.7 2.5 1.4 10.2 1.3 3.2 2 1.9 1.375 8.2 3.2 3.55
FC_2 10.6 4 2.5 2.1 3 1.3 12 1.5 3.7 2 1.9 1.5 8 3 3.3
FC_3 9.3 4.3 3 1.6 2.7 0.6 134 1.1 4 2.4 2 1.375 8.5 3[NA
FC_4 8 4.2 3 1.6 2.2 0.5 10.9 1.3 3.8 2 2 1.5 6 3.6|NA
c_1 5.4 3.2 1.6 1.1 1.4 0.6 6.4 0.7 0.6 1.1 1.6 0.8 4 1.8 4.6
VA_09 5.1 2.5 1.4 0.9 1.5 1 11.8 0.7 1.7 1 1.5 0.9 4.4 1.6|NA
2RH10 5 2.9 1.3 1 1.4 0.8 8.9 0.8 1.6 1.4 1.6 0.875 5.1 1.7 2.5

Todas mediciones se muestran en milimetros(mm). NA en esternito corresponde a medicion que no se pudo contemplar por falta de los ultimos
esternitos quefueron empleados para la extraccion de edeago.




6.2 Extraccion de ADN
Asimismo, se completd 32 extracciones de ADN para los individuos mencionados
anteriormente. Se extrajo altas cantidades de ADN para todas las especies. Los valores
de pureza de ADN (A260/A280) de todas las especies (excepto 2RH9) se encuentran
cercanasa 1.8, indicando que el ADN extraido es puro. En cuanto al valor de
“contaminacion” (A260/A230), se encuentran por debajo del valor esperado (2-2.2)
indicando posibles residuos de fenol de la extraccion (Cuadro 7). Los valores de
A260/A280 y A260/A230 son utilizados como indicadores de buena calidad de ADN; sin
embargo, lo més importantees que los analisis posteriores se puedan realizar. En el caso
de esta investigacién, se secuencid tres loci utilizando el material genético mencionado

anteriormente.

CUADRO 5 . Extraccion total y cuantificacion ADN.

Caodigo de Concentracion A260/A280 A260/A230
Identificacion ADN(ng/pL)

LAS 43.1 1.61 1.15
LA18 134.4 1.46 1.18
LA30 106.7 1.7 1.07
LA44 92.8 1.69 1.06
CD1 493.9 1.22 1.18
CD2 130.7 1.94 2.06
FC6 270.1 1.8 1.42
FC7 290.1 1.77 1.17
FC8 235.6 1.8 1.8

RH8 370.5 1.64 0.85
RH13 171.3 1.18 0.79
RH24 178.7 1.56 0.77
2RH8 221.4 1.89 1.5

RH3 57.8 1.79 0.97
2RH9 70.5 1.01 0.87
RC1 609.7 1.85 1.41
RC2 763.8 1.87 1.69
CL2 131.1 1.76 1.23
LPO8 304.2 1.88 1.65
LP17 347.3 1.87 1.82
VA0S 431.3 1.66 0.78
VA10 289.6 1.73 0.94
BP14 360.2 1.81 1.33
BP15 440.0 1.75 1.27
ERO2 433.5 1.8 1.14
ERO3 456.7 1.78 1.05
CC02 225.7 1.8 1.21
CC26 484.3 1.75 0.99
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6.3 PCR y secuenciacion:

Se generaron 25 (18s), 22 (28s) y 31 (COI) secuencias respectivamente, representando
cuatro géneros de luciérnagas de Guatemala. El analisis filogenético se completd con un
total de 1863 pares de bases (Cuadro 3).

6.4 Alineamiento:

CUADRO 6. Longitud individual y total de los alineamientos.

Loci NuUmero de secuencias Longitud(PB)
generadas

18s 25 733

28s 22 451

COl 31 679

Total 78 1863

6.5 Anélisis filogenético:

Los modelos evolutivos utilizados para completar el andlisis fueron los seleccionados
por Modelfinder (Cuadro 4). En cuanto a los andlisis de inferencia bayesiana, se opto por
utilizar el modelo con mayor complejidad para los tres genes mencionados anteriormente
(GTR +I +G). Es preferible la seleccion de un modelo que sobre estima; adicionalmente, el
manual de Mr Bayes menciona que se debe de usar el siguiente modelo mas complejo, en
esta situacion es GTR +I +G (Cuadro 5) (Ronquist et al., 2012). Los valores de PSRF+
(potential scale reduction factor) YESSs (effective simple size) se observaran para indicar
si el set de datos ha convergido lo necesario y si el tiempo de analisis es suficiente
respectivamente.

CUADRO 7. Seleccion de modelos evolutivos

JMODELTEST | Modelfinder
BIC AlC BIC AlC
Modelo Valor Modelo Valor Modelo Valor Modelo Valor
28s | HKY+G 10199.07 | HKY+G 9409.52 TIM3e+G4 | 11042.15 | TIM3e+ | 10470.26
G4
9409.5254
18s | TIM2ef+l | 11087.16 | TIM2ef+I+G | 9852.69 | TNe+G4 9226.87 | TNe+G4 | 8033.81
+G
CO | HKY +1| 20558.20 | HKY +I +G 20558.20 | GTR+I+G GTR GTR GTR+I+
| +G +1+G +1+G G

Modelos evolutivos seleccionados segun criterios de AIC Y BIC al utilizar IModelTest2
y Modelfinder.
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CUADRO 8. Pardmetros utilizados para anélisis de Mr Bayes.

28s 18s CoOl
Iset nst= 6 6 6
rate = invgamma invgamma invgamma
Mcmc 10,000,000 10,000,000 10,000,000
printfreq 1,000 1,000 1,000
Samplefreq 1,000 1,000 1,000
nruns= 2 2 2
savbrlens Yes Yes Yes

6.6 Loci 28s

Se gener0 22 secuencias del loci 28s y se complement6 con secuencias de Genbank.
Lamentablemente en el caso del loci 28s, las secuencias en las bases de datos son escasas.
Se pudieron recuperar 34 secuencias provenientes de Genbank, representando a dos
subfamilias (Lampyrinae y Photurinae). El arbol de maxima verosimilitud muestra la
separacion de Lampyrinae y Photurinae como se esperaba. Lampyrinae se recupera como
un grupo monofilético;resultado que no concuerda con las dltimas filogenias realizadas. El
resultado de Photurinae como grupo monofilético concuerda con las filogenias previas
(Figura 12). El analisis de MrBayes nos proporciona un arbol con una topologia similar
que el de maxima verosimilitud (Figura 13).

6.7 Loci 18s

En cuanto al loci 18s, se incorpord secuencias que representan siete subfamilias de
Lampyridae recuperadas de Genbank (Luciolinae, Cyphonocerinae, Pterotinae,Ototretinae,
Lamprohizidae, Photurinae y Lampyrinae). EI mayor nimero de secuencias recuperadas
permitio realizar una filogenia que incluyera la mayoria de subfamilias. Se generaron 25
secuencias (14 Lampyrinae; 11 Photurinae). Las secuencias generadas se sitGan en
Lampyrinae y Photurinae (Figura 14 y 15). Se puede contemplar una filogenia similar a la
reclasificacion de Lampyridae propuesta por Martin (Martin et al.,2019).

6.8 Loci COl

Se generd 31 secuencias (21 Lampyrinae y 10 Photurinae). Para este marcador se
recuperarun mayor numero de secuencias de Genbank. La topologia es similar a la generada
por el loci 18s; sin embargo, en este caso Lucionalinae se muestra como clado mas cercano
a Photurinae. Asimismo, Lampyrinae y Photurinae se recuperan cComo grupos no
monofilético (Figura 16). El analisis de MrBayes nos proporciona un arbol con una
topologia similar que el de maxima verosimilitud (Figura 17).
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Photurinae

96

Lampyrinae

64

FIGURA 19. Arbol de méaxima verosimilitud utilizando loci 28s.
Los valores en las ramas y nodos pertenecen al valor de ultra fasta Bootstrap
generado enlQTREE. Las secuencias resaltadas en rojo corresponden a las
generadas en este estudio.
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Photurinae

[:39

[:38

23

FIGURA 20. Arbol de inferencia bayesiana utilizando Mr bayes (loci 28s).
Los valores en las ramas y nodos representan el soporte bayesiano. Las secuencias
resaltadas enrojo corresponden a las generadas en este estudio.
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r———KY317793.1 Cantharidae sp.

T EKF625735.1 Phengodidae sp.
KC538170.1 Cautires sp.

AB298852.1 Luciola parvula

AB298850.1 Luciola filiformis yayeyamana

EU009244.1 Luciola sp. Luciolinae
DQ100513.1 Curtos sp.
MT899427.1 Aquatica leii
I_E— AB298851.1 Luciola lateralis
| - : Cyphonocerinae

Pterotinae

Ototretinae

- Lamprohizinae

I 84
6

£ l Photurinae
.v]
TS
30
£l Lampyrinae
1 73

FIGURA 21. Arbol de maxima verosimilitud utilizando loci 18s.
Los valores en las ramas y nodos pertenecen al valor de ultra fasta Bootstrap generado en
IQTREE.Las secuencias resaltadas en rojo corresponden a las generadas en este estudio.
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KY3177931C sp

------------- o= ——————=-----d 351 sp
L kcsas1701 Cautires sp
Cyphonocerinae
AB298852 1 Luciola parvula
KY317800 1 Lamprigera sp
0 1 Luciola filiformis yayeyamana
MT899427 1 Aquatica leii ¥ i
T00 —gr——AB298851 1 Luciola lateralis LUCIOII nae
e DQ 100513 1 Curtos sp
EU009244 1 Luciola sp .
Pterotinae
£U009245 1 La T
T L EU009237 1 Phausis retculata Lamprohizinae
Photurinae
Lampyrinae
i 95
]
I

Photurinae

Lampyrinae

FIGURA 22. Arbol de inferencia bayesiana utilizando Mr bayes (loci 18s).
Los valores en las ramas y nodos representan el soporte bayesiano. Las secuencias
resaltadas enrojo corresponden a las generadas en este estudio.
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EU009287.1 Cantharidae
— EU009289.1 Caenia amplicomis

L— EU009288.1 Lycus femandezi

Ototretinae

Pterotinae

Cyphonocerinae

Luciolinae

Photurinae

FIGURA 23. Arbol de méaxima verosimilitud utilizando loci COI con clados
colapsados. Los valores en las ramas y nodos pertenecen al valor de ultra fasta
Bootstrap generado en IQTREE. Las secuencias resaltadas en rojo corresponden a
las generadas en este estudio. Lafilogenia completa se puede observar en la Figura
25 en la seccion de Anexos.
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——————EU009287 1 Cantharidae
EU009289 1 Caenia ampiicornis
EU009288 1 Lycus femandezi

:

Ototretinae

Lampyrinae
Cyphonocerinae

Pterotinae

Lampyrinae

Luciolinae

Photurinae

Lampyrinae

FIGURA 24. Arbol de inferencia bayesiana utilizando Mr bayes (loci COI) con
clados colapsados.
Los valores en las ramas y nodos representan el soporte bayesiano. Las secuencias
resaltadas en rojo corresponden a las generadas en este estudio. La filogenia completa se
puede observar en la Figura 26 en la seccidén de Anexos.
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V1I. Discusidon

El objetivo principal de esta investigacion fue generar las primeras secuencias genéticas
deluciernagas de Guatemala y posicionarlas en la filogenia existente de Lampyridae, para
ellos se utilizaron técnicas de biologia molecular y bioinformaticas. Este es el primer
proyecto que genera esta informacion para las especies de Guatemala. En Guatemala se han
reportado por lo menos 14 géneros, publicados en Biologia Centrali Americana
(Gorham,1881). Aunque este reporte sea antiguo, es el Unico existente. En este estudio se
utilizaron 38 taxa representando a 7 subfamilias con el propdsito de evaluar si la adicién de
las secuencias de luciérnagas Guatemaltecas causan cambios en el estatus de grupos
monofiléticos.

Las mediciones realizadas(Cuadro 4) son fundamentales para la identificacion
taxonomica que se realiz6 para identificar las distintas especies de luciérnagas
guatemaltecas. Complementar la informacion taxonomica con datos genéticos es
fundamental para la identificacion rapida de multiples especies. Asimismo, puede brindar
informacion novedosa acerca de clasificaciones previas (Gupta y Sharma, 2015).

En el caso del loci 28s (Figura 19), la poca informacion genética disponible evito
generaruna filogenia completa con todas las subfamilias. La informacion generada para este
loci permitié posicionar a las diferentes especies de Photinus y Aspisoma dentro de
Lampyrinae.Este analisis recupera a Lampyrinae como grupo monofilético; sin embargo,
hay que ser cautelosos con estos resultados ya que los valores de Bootstrap son
relativamente bajos. Alincorporar las secuencias de Photuris, Photurinae se recupera como
monofilético. La topologia descrita anteriormente por el analisis de ML se puede apreciar
en el arbol de inferencia bayesiana (Figura 20). El gen 28s ha sido utilizado anteriormente
por ser Util para resolver relaciones de insectos (Miller et al. 2007; Lord et al. 2010); en
este analisis el uso del 28s , proporcioné resolucion para posicionar a las luciérnagas de
Guatemala en la filogenia. Sin embargo, su uso para resolver relaciones entre Lampyridae
no es recomendable por la escasa informacion genética disponible. En el estudio publicado
por Martin et al. 2017, se han realizado esfuerzos de secuenciacion del loci 28s (Martin et
al.,2017); sin embargo, al agregar las secuencias de las luciérnagas guatemaltecas, no se
logro un alineamiento homogéneo. Por lo consiguiente, los analisis filogenéticos no fueron
los esperados. Se puede considerar la concatenacion de los tres genes (28S,18S y COl) para
un analisis con mayor robustez. Existe evidencia que la concatenacion de genes presenta
ventajas estadisticas considerables como: mayor precisién filogenética y elevado nimero
de sitios (Gadagkar, Rosenberg y Kumar,2005).

Los analisis de 18s y COI, permiten visualizar una filogenia con mayor robustez por el
mayor nimero de secuencias disponibles en las bases de datos. En las Figuras 21,22,23 y
24 se pueden observar topologias similares de los arboles construidos con estos marcadores.
Ambos locus recuperan a Lampyrinae como un grupo no monofilético por la compleja
relacibn entre sus especies (Lamprigera, Phausis, Pristolycus sangulatus).
Adicionalmente, Lampyrinae es un conjunto de géneros sin caracteres morfologicos
estables, por lo que maltiples géneros han sido clasificados erroneamente en esta subfamilia
(Martin et al.,2019).
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La mayoria de secuencias generadas en este estudio pertenecen al género Photinus. En
todos los analisis Photinus se recuperé como un grupo monofilético, resultado que
concuerda con filogenias realizadas (Martin et al.,2017; Martin et al.,2019; Hohna et
al.,2021). Ellychnia es un género que tradicionalmente se ha clasificado fuera de Photinus;
mayor numero de datos moleculares no apoyan este agrupamiento. Desde una perspectiva
morfoldgica ambos grupos, comparten maltiples caracteres morfolégicos que ha llevado a
colocarlos dentro del mismo grupo (Zaragoza et al.,2020). La agrupacion mencionada
anteriormente, se puede observar en todos los analisis (Figura 19-24).

Asimismo Photurinae, fue recuperado como un grupo no monofilético con soporte alto
enlos analisis de méaxima verosimilitud e inferencia bayesiana. Existe un amplio debate
acercadel posicionamiento de Photurinae como grupo monofilético, especialmente por la
relacioninconclusa de Vesta. Este género esta formado por multiples especies en el viejo y
nuevo mundo (Martin et al.,2019). Inicialmente, se clasifico en la subfamilia Amydetinae
(McDermott,1966), posteriormente Vesta se recuperé como parafilético con especies de
Photurinae y Lampyrinae (Jeng,2008). La relacion cercana de Vesta y Photurinae se
encuentra apoyada por tres sinapomorfias: palpos maxilares fusiformes terminales, palpos
labiales con forma de boomerang y abdomen con laterogitos esclerotizados (Bocakova et
al., 2022).

El arbol de maxima verosimlitud para el loci 18s (Figura 21) recuper6 con alto soporte
(UFboot 93) el grupo denominado Lamprohizinae formado por el clado Lamprohiza +
Phausis. Esta agrupacion fue propuesta por Martin por la alta similitud morfolégica entre
los dos géneros (Martin et al.,2019). De igual forma el arbol de inferencia bayesiana
(Figura 19) recupera este grupo con soporte alto (99).

Se pudo observar incongruencias en ciertos posicionamientos de Lampyrinae,
especialmente de Aspisoma. EI espécimen 3RH (COI) es un Aspisoma recolectado en la
Reserva del Heloderma Valle de Motagua y se encuentra posicionado en Photurinae en
lugar de Lampyrinae. Una situacion similar ocurre en la secuencia Aspisoma 2RH9 (18s),
la cual no se alinea con la secuencia de Aspisoma sp. de referencia (Figura 21 y 22),
indicando un posible error de identificacion morfologico de este individuo,uso de ADN
equivocado al realizar los PCRs o identificacion erronea en la libreria de Genbank
(Pentinsaari et al., 2020). Adicionalmente, el arbol de inferencia bayesiana del loci 18s
(Figura 18), muestra multiples incongruencias al posicionar a ciertos géneros de
Lampyrinae (Pyractomena, Micronaspis, Lampyris, Pleotomus, Microphotus,Paraphausis,
Pyrocoelia y Lychnuris) fuera de su posicionamiento regular.

Al comparar los andlisis de méaxima verosimilitud con los de inferencia bayesiana, se
puedeobservar una topologia con soportes similares para los genes utilizados (28s,18s y
COl). Sin embargo, es necesario mencionar la gran diferencia entre estos dos analisis. En
los tresarboles de inferencia bayesiana (Figura 20,22,24) se puede contemplar politomias.
Esto sedebe al funcionamiento de MrBayes. Las politomias se forman cuando las
frecuencias sonmenores al 50%, indicando que ese clado no se pudo resolver (Ronquist et
al., 2012).
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Este estudio muestra una filogenia con resultados similares a la propuesta por multiples
autores que emplearon cientos de loci (H6hna et al.,2021;Martin et al.,2019 ). Indicando
que utilizar un nimero limitado de loci puede brindar informacion acertada acerca de las
relaciones evolutivas de luciérnagas. Es una alternativa al uso de secuenciacion de nueva
generacion en donde el manejo de datos es de mayor complejidad y su costo es elevado.

En recomendable en futuras ocasiones emplear organismos que se hayan preservado en
condiciones dptimas para realizar extracciones de ADN. En el caso de él espécimen RH3,
fue obtenido del Laboratorio de Entomologia Sistematica de la Universidad del Valle. Es
recomendable emplear organismos recientes que hayan sido colectados y posteriormente
almacenados en etanol a una concentracion de 95%;mientras se depositan en un congelador
a -20°C. La metodologia descrita anteriormente es fundamental para obtener resultados
exitosos. Asimismo, con el propésito de obtener resultados con mayor robustez, es
recomendable utilizar Secuenciacion de Nueva Generacion(NGS) en lugar de
Secuenciacion Sanger. De esta forma se obtendran cientos de genes que pueden ser utiles
para descifrar las relaciones evolutivas de Lampyridae.
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VIII. Conclusiones

Al finalizar el estudio se cumplié el objetivo de explorar la diversidad de
luciérnagas de Guatemala y colocar a las especies guatemaltecas dentro de la
filogenia conocida de Lampyridae.

Las secuencias genéticas se posicionaron de acuerdo a lo esperado por la
identificacién morfoldgica a excepcion de las secuencias de Aspisoma 2RH9(18s)
y 3RH (COI).

El gen 28s recupera a Lampyrinae y Photurinae como grupos monofiléticos; sin
embargo, el nimero limitado de secuencias influye directamente en los resultados.

Se recuper0 a Lampyrinae y Photurinae como grupos no monofiléticos al utilizar
los genes COI(31 secuencias y 18s(25 secuencias).

Los resultados indican que los loci (18s y COI) utilizados en este estudio pueden
ser empleados en tratar de descifrar las relaciones filogenéticas de Lampyridae.
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FIGURA 25. Arbol de méaxima verosimilitud utilizando loci COI.
Los valores en las ramas y nodos pertenecen al valor de ultra fasta Bootstrap generado en
IQTREE.Las secuencias resaltadas en rojo corresponden a las generadas en este estudio.
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FIGURA 26. Arbol de inferencia bayesiana utilizando Mr bayes (loci COI).
Los valores en las ramas y nodos representan el soporte bayesiano. Las secuencias
resaltadas enrojo corresponden a las generadas en este estudio.
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FIGURA 27. Mapa con localidades de muestreo mostrando departamentos y municipios.

Puntos rojos corresponden a sitios de colecta en los diferentes departamentos (Escuintla,
Guatemala, Sacatepéquez, Solola, Zacapa, Chiquimula y Alta Verapaz).
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CUADRO 9. Cuantificacion de producto de PCR (18S) al finalizar limpieza.

Cddigo de | Concentracion A260/A280 A260/A230
Identificacion ADN(ng/pL)

LAS 37.8 1.84 1.97
LA18 46.1 1.88 2.43
LA30 102.3 1.67 0.43
LA44 66.8 1.55 0.63
CD1 43.9 1.88 2.02
CD2 52.7 1.87 2.44
FC6 38 1.7 0.92
FC7 60.1 1.86 1.58
FC8 44.7 1.85 2.21
RH8 49.4 1.85 0.97
RH13* 23.5 1.84 1.82
RH24 25.2 1.67 0.64
2RH8 55.7 1.78 1.19
RH3* 4.9 1.54 0.16
2RH9 33.6 1.86 2.3
RC1 20.5 1.82 2.08
RC2* 44.3 1.43 0.44
CL2 64.8 1.87 2.39
LPO8* 12.6 1.9 1.33
LP17 33.3 1.75 0.6
VAO8 49.7 1.79 1.08
VA10 30.8 1.82 2.31
BP14 48.4 1.82 1.12
BP15 45.7 1.81 1.06
ERO2 54.1 1.89 2.8
ERO3 53.6 1.8 1.63
CC02 N.A N.A N.A

Valores de cuantificacion de producto de PCR posterior a realizar limpieza con Kkit
comercial: ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System. * Corresponde a
muestra que no se logré generar una secuencia de calidad.
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CUADRO 10. Cuantificacion de producto de PCR(28S) al finalizar limpieza.

Cddigo de | Concentracion A260/A280 A260/A230
Identificacion ADN(ng/pL)

LAS5 84.9 1.86 1.98
LA18 83.7 1.87 1.04
LA30 N.A N.A N.A
LA44 105.2 1.89 1.59
CD1 74.5 1.87 2.00
CD2 92.3 1.85 1.85
FC6 82.6 1.9 2.02
FC7 100.5 1.89 2.04
FC8 95.6 1.9 2.05
RH8 92.2 1.88 1.19
RH13 97.2 1.88 1.13
RH24 78.3 1.85 1.89
2RH8 N.A N.A N.A
RH3 N.A N.A N.A
2RH9 106.8 1.88 2.00
RC1 72.4 1.88 2.09
RC2 69.3 1.86 1.86
CL2* 7.5 1.73 0.2
LPO8 83.7 1.87 1.04
LP17 N.A N.A N.A
VA0S 53.3 1.82 1.35
VA10 57.6 1.89 1.99
BP14 75.3 1.91 2.15
BP15 76.1 1.77 1.38
ERO2 73.2 1.9 2.14
ERO3 N.A N.A N.A
CC02 82.6 1.83 1.5

Valores de cuantificacion de producto de PCR posterior a realizar limpieza con Kkit
comercial: ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System. * Corresponde a
muestra que no se logré generar una secuencia de calidad. N.A corresponde a muestra que
no se mandé a secuenciar.
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CUADRO 11. Cuantificacion de producto de PCR (COI) al finalizar limpieza.

Cddigo de | Concentracion A260/A280 A260/A230
Identificacion ADN(ng/pL)

LAS N.A N.A N.A
LA18 N.A N.A N.A
LA30 N.A N.A N.A
LA44 32.7 1.82 2.29
CD1 41.9 1.85 2.44
CD2 41.9 1.84 2.45
FC6 40.0 1.78 0.84
FC7 48.3 1.76 1.10
FC8 24.7 1.82 2.36
RH8 N.A N.A N.A
RH13 N.A N.A N.A
RH24 N.A N.A N.A
2RH8 36.3 1.87 2.35
RH3 4.5 1.62 1.38
2RH9 14.3 1.75 1.67
RC1 32.6 1.86 2.36
RC2 38.8 1.84 2.29
CL2 23.2 1.8 2.1
LPO8 35.6 1.78 1.57
LP17 N.A N.A N.A
VA0S N.A N.A N.A
VA10 N.A N.A N.A
BP14 N.A N.A N.A
BP15 N.A N.A N.A
ERO2 N.A N.A N.A
ERO3 N.A N.A N.A
CC02 N.A N.A N.A

Valores de cuantificacion de producto de PCR posterior a realizar limpieza con Kit
comercial: ReliaPrep™ DNA Clean-Up and Concentration System. * Corresponde a
muestra que no se logré generar una secuencia de calidad. N.A corresponde a muestras que
la limpieza se realizo en Macrogen.
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CUADRO 12. Secuencias generados para el loci 18s.

Nombre %HQ Longitud final % Pairwise % ldentidad
secuencia Identity

LA5_18S 97.0 732 95.8 95.8
LA18_18S 97.0 735 99.5 99.5
LA30_18S 97.8 733 99.8 99.8
LA44 18S 100 730 100 100
CD1_18S 92.7 737 99.7 99.7
CD2_18S 94.3 734 99.4 99.4
FC6_18S 91.2 660 93.0 93.0
FC7_18S 90.9 729 98.7 98.7
FC8_18S 95.8 690 100.0 100.0
RH8_18S 96.1 739 99.7 99.7
RH13 18S* 29.6 614 24.2 24.2
RH24 18S 100.0 729 99.8 99.8
2RH8_18S 95.9 655 75.8 75.8
RH3_18S* 0.4 791 56.2 56.2
2RH9_18S 98.2 729 95.1 95.1
RC1_18S 96.8 727 99.8 99.8
RC2_18S* 54.7 655 73.3 73.3
CL2_18S 99.9 732 98.8 98.8
LPO8_18S* 51.0 716 91.3 91.3
LP17_18S 98.8 729 98.9 98.9
VAO8_18S 93.7 743 99.2 99.2
VA10_18S 97.7 739 99.2 99.2
BP14 18S 95.1 718 99.8 99.8
BP15 18S 96.3 677 97.6 97.6
ERO02_18S 98.2 738 99.1 99.1
ERO3_18S

CC026_18S 97.3 738 99.4 99.4

Secuencias generadas del loci 18s. Porcentaje HQ= Cdntigo consenso de alta calidad. Longitud

final de la secuencia consenso. Porcentaje Pairwise ldentity= porcentaje de residuos que son
idénticos en el alineamiento. Porcentaje identidad= porcentaje de columnas en el alineamiento
para cual todas las secuencias son idénticas.
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CUADRO 13. Secuencias generados para el loci 28s.

Nombre %HQ Longitud final % Pairwise % ldentidad
secuencia Identity

LA5_28S 94.6 717 99.7 99.7
LA18 28S 99.0 691 98.7 98.7
LA30_28S NA NA NA NA
LA44 28S 95.2 706 99.2 99.2
CD1_28S 98.3 711 95.5 95.5
CD2_28S 99.4 694 100.0 100.0
FC6_28S 99.9 697 99.8 99.8
FC7_28S 98.7 699 93.7 93.7
FC8_28S 97.9 698 99.5 99.5
RH8_28S 99.4 694 99.7 99.7
RH13 28S 99.1 690 100.0 100.0
RH24 28S 98.7 691 98.9 98.9
2RH8_28S N.A N.A N.A N.A
RH3_28S N.A N.A N.A N.A
2RH9_28S 98.0 751 100.0 100.0
RC1_28S 99.9 697 95.7 95.7
RC2_28S 99.7 695 95.7 95.7
CL2_28S 52.4 733 67.7 67.7
LPO8_28S 95.2 687 95.6 95.6
LP17_28S N.A N.A N.A N.A
VAO08_28S 93.6 653 97.2 97.2
VA10_28S 94.2 687 96.8 96.8
BP14 28S 94.4 677 99.6 99.6
BP15 28S 91.3 682 98.7 98.7
ERO02_28S 91.5 694 99.2 99.2
ERO3_28S N.A N.A N.A N.A
CC02_28S 90.6 659 99.8 99.8
CC26_28S 95.9 611 89.6 89.6

Secuencias generadas del loci 28s. Porcentaje HQ= Cdntigo consenso de alta calidad. Longitud

final de la secuencia consenso. Porcentaje Pairwise ldentity= porcentaje de residuos que son
idénticos en el alineamiento. Porcentaje Identidad= porcentaje de columnas en el alineamiento
para cual todas las secuencias son idénticas.
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CUADRO 14. Secuencias generados para el loci COl.

Nombre %HQ Longitud final % Pairwise % ldentidad
secuencia Identity

LA5_COI N.A N.A N.A N.A
LA18 COI N.A N.A N.A N.A
LA30_COl N.A N.A N.A N.A
LA44_COlI 97.9 678 99.8 99.8
CD1_caol 99.1 680 99.7 99.7
CD2_col 99.4 678 100.0 100.0
FC6_ COl 99.6 676 99.7 99.7
FC7_col 99.0 682 100.0 100.0
FC8_col 96.1 699 100.0 100.0
RH8 _COl N.A N.A N.A N.A
RH13_CoOl N.A N.A N.A N.A
RH24 COl N.A N.A N.A N.A
2RH8_ COlI 98.7 683 100.0 100.0
RH3_ COI 96.4 676 99.2 99.2
2RH9_ COlI 84.4 699 98.0 98.0
RC1_COl 99.6 678 100.0 100.0
RC2_ COl 97.3 694 99.7 99.7
CL2_Col 98.1 680 100.0 100.0
LPO8_ COl 96.7 694 99.2 99.2
LP17_COl N.A N.A N.A N.A
VAQ08_ COl N.A N.A N.A N.A
VA10_ COl N.A N.A N.A N.A
BP14_cCol N.A N.A N.A N.A
BP15_ cCol N.A N.A N.A N.A
ERO2_ COI N.A N.A N.A N.A
ERO3_ COI N.A N.A N.A N.A
CC02_col N.A N.A N.A N.A
CC26_COl N.A N.A N.A N.A

Secuencias generadas del loci COl. %HQ= Contigo consenso de alta calidad. Longitud final de la
secuencia consenso. % Pairwise ldentity= % de residuos que son idénticos en el alineamiento. %

Identidad= % de columnas en el alineamiento para cual todas las secuencias son idénticas.
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CUADRO 15. Taxones empleados y su nimero de accesion de GenBank

Familia Sub familia Especie 28s 18s Col
Lampyridae | Luciolinae Abscondita_terminalis N.A N.A MG20008
4.1
Lampyridae | Luciolinae Aquatica_ficta N.A N.A KP76345
6.1
Lampyridae | Luciolinae Aquatica_lateralis N.A N.A MK77900
0.1
Lampyridae | Luciolinae Aquatica_leii N.A MT89942 KP76345
7.1 7.1
Lampyridae | Lampyrinae Aspisoma KY317824.1 | EU00924 EU00932
8.1 2.1
Lampyridae | Lampyrinae Aspisoma_2RH9 Este estudio Este Este
estudio estudio
Lampyridae | Photurinae Bicellonycha_ N.A KY31779 EU00930
wickershamorum 1.1 2.1
Lampyridae | Otrotetinae Brachylampis_blaisdelli | N.A EU00923 EU00930
0.1 4.1
Lampyridae | Photurinae Bycellonycha_2RH8 NO SALIO Este Este
estudio estudio
Lampyridae | Photurinae Bycellonycha_CL2 NO SALIO Este Este
estudio estudio
Lycidae Lycinae Caenia_amplicornis N.A N.A EU00928
9.1
Cantharidae | Cantharidae Cantharidae N.A KY31779 EU00928
3.1 7.1
Lycidae Metriorrhynchinae | Cautires_sp. N.A KC53817 N.A
0.1
Lampyridae | Otrotetinae Ceylanidrilus sp. N.A DQ10052 N.A
4.1
Lampyridae | Luciolinae Colophaotia_brevis N.A N.A KY57291
1.1
Lampyridae | Luciolinae Colophotia_praeusta N.A N.A KY57290
9.1
Lampyridae | Lampyrinae Consensus_RH3 N.A N.A Este
estudio
Lampyridae | Luciolinae Curtos_costipennis N.A AB29884 AB60876
8.1 4.1
Lampyridae | Luciolinae Curtos_okinawanus N.A AB29884 AB60876
9.1 5.1
Lampyridae | Cyphonocerinae | Cyphonocerus N.A N.A AB60875
marginatus 4.1
Lampyridae | Cyphonocerinae | Cyphonocerus_ruficollis | N.A AB29884 AB60875
3.1 5.1
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Familia Sub familia Especie 28s 18s Col
Lampyridae | Lampyrinae Diaphanes_formosus N.A EU009243.1 | EU009317.1
Lampyridae | Lampyrinae Diaphanes_nubilus N.A N.A MG20008
Lampyridae | Otrotetinae Drilaster_axillaris N.A AB29885 g;é60875
Lampyridae | Otrotetinae Drilaster_ohbayashii N.A ié298854.1 i;é60875
Lampyridae | Otrotetinae Drilaster_okinawensis N.A N.A Zé608758.1
Lampyridae | Otrotetinae Drilaster_sp. N.A DQ100517.1| N.A
Lampyridae | Lampyrinae Ellychnia_bivulnerus N.A N.A KP121576.1
Lampyridae | Lampyrinae Ellychnia_corrusca N.A EU00922 KR48302
Lampyridae | Lampyrinae Ellychnia_megista N.A ;1A i;12160
Lampyridae | Lampyrinae Ellychnia_sp. KY317831.1 | KY31779 KllA
Lampyridae | Lampyrinae Erythrolychnia_sp. KY317832.1 &\1(31779 N.A
Lampyridae | Otrotetinae Flabellotreta N.A %(1310051 N.A
obscuricollis 9.1
Lampyridae | Otrotetinae Flabellotreta_sp. N.A DQ10052 N.A
Lampyridae | Luciolinae Hotaria_unmunsana N.A 0NlA MK77892
Lampyridae | Lampyrinae Lamprigera_minor N.A N.A gli/ﬁ<97304
Lampyridae | Lampyrinae Lamprigera_sp. N.A KY31780 ﬁ/ﬁ<97304
Lampyridae | Lampyrinae Lamprigera_yunnana N.A 0NlA fli/.IlGZOOOB
Lampyridae | Lampyrinae Lamprocera_sp. N.A KY31780 illA
Lampyridae | Lampyrinae Lamprohiza N.A EtlJOO924 JF889652
splendidula 5.1 1

Lampyridae | Lampyrinae Lampyris_noctiluca KY317833.1 | KY31780 KJ964871
Lampyridae | Lampyrinae Lampyris_pallida N.A alA i\%IH51074
Lampyridae | Lampyrinae Lucidina_accensa N.A N.A 2é60877
Lampyridae | Lampyrinae Lucidina_biplagiata LC021352.1 AB29884 kéGOS??
Lampyridae | Lampyrinae Lucidina_kotbandia N.A ElA ?}77900
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Familia Sub familia | Especie 28s 18s Col
Lampyridae Lampyrinae Lucidota_atra KY31783 | KY31780 | KM84787
4.1 3.1 1.1

Lampyridae Lampyrinae Lucidota_luteicollis N.A KY31780 | N.A
Lampyridae Lampyrinae Lucidota_sp JQ91225 l{llA N.A
Lampyridae Luciolinae Luciola_cruciata ﬁllA N.A AB60878
Lampyridae Luciolinae Luciola_filiformis N.A AB29885 ié60876
Lampyridae Luciolinae Luciola_italica N.A 0NlA tl%/l4487
Lampyridae Luciolinae Luciola_niah N.A N.A 3Ki.(157291
Lampyridae Luciolinae Luciola_papariensis N.A N.A K)I1}<77897
Lampyridae Luciolinae Luciola_parvula N.A AB29885 ié22241
Lampyridae Luciolinae Luciola sp. N.A E.L1)00924 7NlA
Lampyridae Lampyrinae Lychnuris_formosana N.A é.L1)00924 N.A
Lycidae Lycinae Lycus_fernandezi N.A alA EU00928
Lampyridae Lampyrinae Micronaspis_floridana | N.A EU00924 {I;LlJOO931
Lampyridae Lampyrinae Microphotus_angustus | N.A (I;.LlJOO922 2'600930
Lampyridae Lampyrinae Microphotus_octarthus | KY31783 Q\1(31780 1NlA
Lampyridae Lampyrinae Microphotus_sp 5NlA &\1(31780 N.A
Lampyridae Otrotetinae Mimophaeopterus_sp. N.A 3(1210052 N.A
Lampyridae Otrotetinae Ototretadrilus_sp. N.A i;41920 N.A
Lampyridae Otrotetinae Ototretinae_sp. N.A 3(1210052 N.A
Lampyridae Lampyrinae Paraphausis_eximius N.A éLlJOOQZZ EU00929
Lampyridae Lampyrinae Phausis_inaccensa N.A 3NlA K/'IT:10202
Lampyridae Lampyrinae Phausis_nigra N.A N.A K)IlGO5966
Lampyridae Lampyrinae Phausis_reticulata N.A EU00923 2.500931
Lampyridae Lampyrinae Phausis_rhombica N.A LlA 5%91492
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Familia Sub familia Especie 28s 18s Col
Lampyridae Lampyrinae Phausis_sp. N.A N.A MF10201
Phengodidae Phengodinae Phengodes_frontalis N.A N.A |5—|.|i/|43357
Phengodidae Phengodinae Phengodidae sp. N.A KF62573 ﬁllA
Lampyridae Lampyrinae Phosphaenus_hemipterus | N.A 2.600924 KM45208
Lampyridae Lampyrinae Photinus_aquilonius N.A 6NlA télZng
Lampyridae Lampyrinae Photinus_ardens N.A N.A &;12160
Lampyridae Lampyrinae Photinus_australis N.A EU00922 E.LlJOOng
Lampyridae Lampyrinae Photinus_carolinus N.A 4NlA sIz/.I}<63528
Lampyridae Lampyrinae Photinus_collustrans KY31783 | KY31780 illA
Lampyridae Lampyrinae Photinus_concisus 8NlA 9NlA KP12157
Lampyridae Lampyrinae Photinus_consanguineus N.A N.A ili12162
Lampyridae Lampyrinae Photinus_consimilis N.A N.A tli12158
Lampyridae Lampyrinae Photinus_cooki N.A N.A iél2161
Lampyridae Lampyrinae Photinus_curtatus KY31783 | KY31781 illA
Lampyridae Lampyrinae Photinus_dimissus ElA ONlA KP12158
Lampyridae Lampyrinae Photinus_floridanus N.A EU00923 &I%12157
Lampyridae Lampyrinae Photinus_granulatus N.A 2NlA %512157
Lampyridae Lampyrinae Photinus_greeni N.A N.A télZlGZ
Lampyridae Lampyrinae Photinus_ignitus N.A N.A &512157
Lampyridae Lampyrinae Photinus_immaculatus N.A N.A iélZlGl
Lampyridae Lampyrinae Photinus_indictus N.A N.A &é12159
Lampyridae Lampyrinae Photinus_interdius N.A N.A %)1(90993
Lampyridae Lampyrinae Photinus_knulli N.A N.A &élZlGl
Lampyridae Lampyrinae Photinus_BP14 Este Este éslte
estudio estudio estudio
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Familia Sub familia | Especie 28s 18s Col
Lampyridae Lampyrinae Photinus_BP15 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_CC02 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_CC26 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_ER02 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_LA18 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_LAS5 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_RH13 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_RH24 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_RH8 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_VA08 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_VA10 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_LA44 Este Este Este
estudio estudio estudio
Lampyridae Lampyrinae Photinus_macdermotti | KY31784 | KY31781 | KP12160
0.1 1.1 5.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_marginellus N.A N.A JF888957
1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_punctulatus N.A EU00923 | EU00931
8.1 2.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_pyralis N.A KY31781 | EU00931
2.1 3.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_sabulosus N.A N.A KP12161
1.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_scintillans N.A N.A KP12160
8.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_sp. N.A KY31781 | MG06224
4.1 4.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_stellaris KY31784 | KY31781 | KP12159
4.1 3.1 2.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_tanytoxis N.A EU00924 | EU00931
1.1 5.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_tenuicinctus | N.A N.A KP12159
7.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_texanus N.A N.A KP12159
1.1
Lampyridae Lampyrinae Photinus_umbratus N.A N.A KP12162
8.1
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Familia Sub familia Especie 28s 18s Col
Lampyridae | Photurinae Photuris_aff. N.A EU00921 KR49045
lucicrescens 6.1 7.1
Lampyridae | Photurinae Photuris_CD1 Este Este estudio Este estudio
estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris_CD2 Este Este estudio Este estudio
estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris_FC6 Este Este estudio Este estudio
estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris_FC7 Este Este estudio Este estudio
estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris_FC8 Este estudio Este estudio Este estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris_frontalis | N.A N.A KT347429.1
Lampyridae | Photurinae Photuris_LPO08 Este estudio Este estudio Este estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris N.A N.A MK635320.1
lucicrescens
Lampyridae | Photurinae Photuris N.A U65129.1 MK635293.1
pensylvanica
Lampyridae | Photurinae Photuris N.A EU00923 KJ166508
quadrifulgens 6.1 !
Lampyridae | Photurinae Photuris_RC1 Este Este estudio Este estudio
estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris_RC2 Este estudio Este estudio Este estudio
Lampyridae | Photurinae Photuris N.A EU009234.1 MK635313.1
tremulans
Lampyridae | Lampyrinae Pleotomodes N.A EU009231.1 EU009305.1
needhami
Lampyridae | Lampyrinae Pleotomus_pallens | N.A EU009217.1 EU009291.1
Lampyridae | Lampyrinae Pleotomus_sp. N.A KY317817.1 N.A
Lampyridae | Cyphonocerinae | Pollaclasis_bifaria | N.A EU009221.1 KM846040.1
Lampyridae | Lampyrinae Pristolycus N.A N.A AB608773.1
sagulatus
Lampyridae | Luciolinae Pteroptyx N.A N.A KY572922.1
asymmetria
Lampyridae | Luciolinae Pteroptyx N.A N.A KY572957.1
balingiana
Lampyridae | Luciolinae Pteroptyx_bearni N.A N.A KY572924.1
Lampyridae | Luciolinae Pteroptyx_galbina | N.A N.A KY572914.1
Lampyridae | Luciolinae Pteroptyx_malaccae | N.A N.A MH431847.1
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Familia Sub familia Especie 28s 18s Col
Lampyridae Luciolinae Pteroptyx_tener N.A N.A MF62482
Lampyridae Luciolinae Pteroptyx_testacea N.A N.A ?{\1(57291
Lampyridae Luciolinae Pteroptyx_valida N.A N.A sI\)/ll}:62483
Lampyridae Pterotus Pterotus_obscuripennis N.A KP419253.1] (I;.LlJOO%O
Lampyridae Luciolinae Pygoluciola_gingyu N.A N.A i)IlCSZOOOS
Lampyridae Luciolinae Pygoluciola_sp. N.A N.A (I?/.IlGZOOOS
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_angulata N.A EU00923 \E/.I}(63532
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_borealis N.A 3I;L1JOOQZZ 2.61009296.1
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_dispersa KY31784 i\1(31781 N.A
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_linearis LlA 8NlA KT34743
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_marginalis | N.A N.A %1'34743
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_palustris N.A EU00923 i/'lk63533
Lampyridae Lampyrinae Pyractomena_sp. KY31784 i\1(31781 f\)/'l}:63547
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_abdominalis ﬁ.é02135 9NlA 2%;60876
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_analis i.é02132 N.A ﬁllA
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_atripennis i.é02136 AB29884 | AB60876
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_discicollis 3.(1302135 5NlA ,76;;60876
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_fumosa i(ll02131 AB29884 ié60876
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_matsumurai i(ll02134 2é29884 2;260877
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_miyako i(ll02131 7NlA ﬂllA
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_oshimana ﬁ(ll02132 N.A N.A
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_pectoralis ilA N.A KP76346
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_praetexta LC02134 | N.A KllA
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia_pygidialis 0NlA N.A 2/I1620008
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Familia Sub familia Especie 28s 18s Col
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia LC02133 N.A MK77900
rufa 7.1 2.1
Lampyridae Lampyrinae Pyrocoelia sp. LC02133 KP41925 N.A
3.1 8.1
Lampyridae Lampyrinae Pyrogaster sp. KY31785 KY31782 N.A
0.1 1.1
Lampyridae Lampyrinae Pyropyga N.A EU00922 N.A
decipiens 6.1
Lampyridae Lampyrinae Pyropyga KY31785 EU00922 N.A
nigricans 1.1 0.1
Lampyridae Lampyrinae Pyropyga_sp. N.A N.A AB60878
4.1
Lampyridae Lampyrinae Robopus_sp. N.A KY31782 N.A
3.1
Rhagophthalmidae Rhagophthalminae Rhagophthalmus | N.A N.A AB60877
ohbai 5.1
Lampyridae Luciolinae Sclerotia N.A N.A KP76346
aquatilis 6.1
Lampyridae Luciolinae Sclerotia_fui N.A N.A KP76346
5.1
Lampyridae Otrotetinae Stenocladius_sp. | N.A DQ10052 N.A
5.1
Lampyridae Otrotetinae Stenocladius N.A AB29885 AB60875
yoshikawali 51 9.1
Lampyridae Lampyrinae Vesta_sp. N.A JN61923 N.A
7.1
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