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1. Resumen

El objetivo del presente estudio fue elaborar una curva de crecimiento y desarrollo de una
especie colonizadora de la familia Calliphoridae, en condiciones controladas y ambientales,
caracterizando morfologicamente sus estadios larvales, para tal fin, los insectos inmaduros
se colectaron a partir de cadaveres —en estado fresco de la descomposicion-, que se
encontraban en sala de necropsias de la Direccion Regional Bogota del Instituto Nacional
de Medicina Legal y Ciencias Forenses (INML-CF).

Teniendo en cuenta que la velocidad de desarrollo de los dipteros colonizadores, puede
ser utilizada en investigaciones medicolegales para la estimacion del tiempo transcurrido
desde la muerte, se estudio el desarrollo dependiente de la temperatura de la mosca de
importancia forense Compsomyiops verena Walter 1849 (Diptera: Calliphoridae), en el
Laboratorio de Entomologia Forense del INML y CF, en condiciones ambiéntales de 17.8
(£1.61)°C y 52.8 (£ 6.58) % HR y controladas en una camara de ambiente de 22.7 (+0.35)
°C y 37.5 (#3.16) %. La duracion del ciclo de desarrollo de la especie (. verena en
condiciones ambientales de Laboratorio fue de 18 dias, mientras que en condiciones

controladas de Laboratorio fue de 31 dias.

Se cultivd C. verena desde el estado de huevo hasta obtener las formas adultas, se realizo
la medicion diaria de la longitud y ancho corporal de las larvas y se evalud el estado de
desarrollo de los insectos en cultivo, a partir de lo cual se elaboraron curvas de crecimiento
y desarrollo. Finalmente, se aclararon larvas en todos los estadios, las cuales fueron

fotografiadas y descritas para facilitar la correcta identificacion de la especie.



Las curvas de crecimiento permiten la obtencion del tiempo aproximado de muerte al
comparar las medidas corporales de larvas provenientes de cadaveres, con aquellas

cultivadas en laboratorio.

Palabras clave: Entomologia forense. Calliphoridae. Compsomyiops verena. Curvas de

crecimiento.
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2. Introduccion
La entomologia forense es el uso de los insectos y otros artropodos (Dipteros en
investigaciones legales (Byrd & Castner, 2001), esta es til no solo en la determinacion del
tiempo de muerte de un individuo, sino también en casos de abandono y traslado de Cuerpos

entre otros (Magafia, 2001; Benecke, 1998).

Para la determinacion del intervalo de muerte se emplean generalmente dos métodos, el
primero se basa en la edad de las larvas y en la tasa de desarrollo de los primeros dipteros
colonizadores de los cadaveres, generalmente, moscas de la familia Calliphoridae, este
método se emplea en las primeras fases de la descomposicion. El segundo método usa la
sucesion de insectos sobre el cadaver, ya que cada estado de la descomposicion atrae
selectivamente un grupo particular de insectos, este método se emplea en las etapas mas

avanzadas de la descomposicion cadavérica (Magana, 2001; Anderson, & VanLaerhoven,

1996).

Para emplear adecuadamente las curvas de crecimiento de los primeros insectos
colonizadores, es necesario conocer la fauna propia de la region en la cual fue hallado el
cadaver; asi como las caracteristicas fisicas de la zona (humedad y temperatura), datos
basicos para una correcta extrapolacion. Se deben emplear curvas de crecimiento y
desarrollo especificas para la especie, lo mas similar posible a las condiciones ambientales
de la escena (Magana, 2001; Goff, M.L.,1993; Early & Goff, 1986 como se cita en Goff,

1993).
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Las condiciones ambientales influencian la tasa metabolica de los insectos, que siendo
poiquilotermos, reflejan los efectos de la temperatura en su ciclo de vida, pues el desarrollo
de los insectos esta estrechamente relacionado con la temperatura, de manera general, a
mayor temperatura el desarrollo se acelerara y a bajas temperaturas, el desarrollo se hara
mas lento (Anderson, 2000). Sin embargo, los estudios que reflejan las respuestas a
diversas condiciones ambientales, son reducidos, por lo cual se requieren investigaciones
de entomologia basica que amplien el conocimiento y permitan apoyar con mejores

herramientas el trabajo forense (Gullan & Cranston, 2005).
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3. Marco tedrico

3.1 Importancia medico- legal de la entomologia forense

La entomologia forense emplea los insectos en las investigaciones legales estudiando las
especies que se encuentran asociadas a cadaveres (Byrd & Castner, 2001). Los insectos son
empleados para la datacion de la muerte, asi como para establecer la época del afio en la
cual ocurri6 el deceso; por otro lado, mediante la entomofauna asociada a los cadaveres se
puede establecer el traslado de cuerpos de un lugar a otro (Magaiia, 2001), y valorar
lesiones en situaciones de abandono y maltrato (Goff, Garcia, Arnaldos, Lozano & Luna,
1991).

Para establecer de forma correcta el intervalo postmortem, es necesario conocer la fauna
propia del lugar en el que es encontrado el cadaver, lo que se dificulta debido a la carencia
de datos especificos para las distintas regiones biogeograficas y las especies de insectos
asociadas a cadaveres, ya que las especies asociadas a los cuerpos en descomposicion
varian de acuerdo con la region geografica (Segura, Usaquén, Sanchez, Chuaire, ef al.,
2005). Por otro lado, las condiciones medioambientales influencian la duracion del
desarrollo de los insectos; por este motivo, es necesario realizar estudios del desarrollo de

los mismos a diferentes temperaturas y humedades (Gullan & Cranston, 2005).

3.2 Fenomenos cadavéricos

Se entiende como fendmenos cadavéricos, a todos los cambios que se dan en el cuerpo,
desde el momento en el que se extinguen los procesos vitales (Calabuig, 1991). Los
fenémenos cadavéricos se dividen en tempranos y tardios. Los tempranos incluyen cambios

en el tono muscular, disminucion de la temperatura corporal, aparicion de livideces por
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accion de la gravedad, y deshidratacion cadavérica. Entre los fenémenos cadavéricos
tardios, se encuentran los fenémenos destructores como la autolisis (accibn enzimatica
endogena), la putrefaccion, y la necrofagia; y fenomenos conservadores como la
momificacion, corificacion, adipocira y congelacion (Calabuig, 1991).

La division de los fenomenos de la putrefaccion puede variar en nimero dependiendo
del investigador y del campo de estudio. Para la entomologia forense se han descrito cinco
fases de la descomposicion empleando como biomodelo Sus scrofa (cerdo domestico), los
estados descritos corresponden a los periodos fresco, hinchado, descomposicion activa,
descomposicion avanzada y restos secos (Camacho, 2005¢c; Magaiia, 2001; Wolff er al.,
2001; Anderson & Vanlaerhoven 1996, Early & Goff, 1986 como se cita en Goff, 1993).
Sin embargo, en el campo forense o medico legal, se destacan cuatro fendmenos
cadavéricos tardios destructores:

El primero de estos se conoce como periodo cromatico, en el cual aparece una mancha
verde en la fosa iliaca derecha, producida por la accion del acido sulfhidrico en el ciego,
donde la flora intestinal es mayor (Calabuig, 1991).

El periodo enfisematoso, se caracteriza por la aparicion de los gases de la putrefaccion
producidos por la actividad metabolica de las bacterias anaerobias, causando el
hinchamiento del cadaver (Magaiia, 2001); esta segunda fase esta acompaiiada por la
aparicion de la red venosa, que surge debido a que la sangre es empujada hacia la superficie
del cuerpo, por los gases putrefactivos (Calabuig, 1991).

El tercer periodo o estado corresponde a la licuefaccion o fase colicuativa, donde la
epidermis se desprende de la dermis por reblandecimiento (Calabuig, 1991), y se da una

transformacion de los tejidos, en la que los 6rganos cambian su forma habitual. Finalmente
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se encuentra la fase de reduccion esquelética en donde desaparecen las partes blandas del

individuo (Magana, 2001).

3.3 Categorias de insectos asociadas a cuerpos en descomposicion

Se conocen 4 categorias de artropodos, entre las que se hallan especies que no solo se
alimentan del cadaver sino también de otros insectos, encontrando: especies necrofagas,
depredadoras y parasitas, omnivoras y accidentales o adventicias (Magafia, 2001; Smith,
1986)

Las especies necrofagas, colonizan el cuerpo y se alimentan directamente de él, esta
categoria incluye especies de las familias Calliphoridae y Sarcophagidae e individuos del
orden Coleoptera, pertenecientes a las familias de Silphidae y Dermestidae (Smith, 1986).
lLas especies depredadoras y parasitas, se alimentan de las especies necrofagas o las
parasitan; dentro de este grupo se encuentran coleopteros de las familias Silphidae y
Staphylinidae, y dipteros de la familia Stratiomyidae, asi como algunas especies de
Calliphoridae. Las especies omnivoras, se alimentan tanto del cuerpo como de los
necrofagos, entre las que se encuentran individuos del orden Hymenoptera (Smith, 1986); y
finalmente, en el grupo correspondiente a las especies accidentales o adventicias estan los
insectos y otros artropodos que utilizan el cuerpo como habitat (Magaiia, 2001; Gof¥, 1993)

entre las que figuran acaros o aranas (Campobasso, Di Vella & Introna, 2001; Smith, 1986).

3.4 Métodos para establecer el tiempo aproximado de muerte

Existen dos métodos principales para determinar el intervalo postmortem: el primero
incluye el ciclo de desarrollo de los primeros insectos colonizadores, principalmente

dipteros (Calliphoridae y Sarcophagidae). Los periodos de interés para estos dipteros
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colonizadores, comprenden las fases iniciales de la descomposicién cadavérica, desde el
estado fresco (fendbmenos tempranos) y los periodos cromatico y enfisematoso, siendo de
mayor importancia las estimaciones del crecimiento de los insectos colonizadores durante
estas fases de la descomposicion, (Magaiia, 2001; Goff, 1993).

El segundo método se utiliza en cadaveres en avanzado estado de descomposicion,
empleando una sucesion predecible de artropodos que facilitan la descomposicion de la
materia organica, en este caso, el conocimiento del patron de colonizacion de la fauna
cadavérica se torna aplicable a la estimacion del intervalo postmortem (Byrd & Castner,

2001; Magana, 2001).

3.4.1 Sucesion

El proceso de sucesion se define como el esquema continuo, aparentemente direccional
en la estructura de una comunidad a través del tiempo. Esta definicion comprende una
gama de secuencias de sucesion que se producen en escalas de tiempo muy distintas y
frecuentemente, como resultado de mecanismos diferentes. Los procesos sucesionales
parecen ser unicos, y dependen del tiempo, de las condiciones iniciales y de otros factores
(Smith & Smith, 2000).

La llegada de los insectos al cadaver, se da en un orden secuencial, pocas horas después
de la muerte (Magafia, 2001). De manera general, la primera oleada de insectos esta
determinada por individuos de las familias Calliphoridae y Sarcophagidae, (Orden:
Diptera), los cuales arriban al cadaver cuando este se encuentra en estado fresco o
cromatico (Camacho, 2005¢; Magaia, 2001; Wolff, Uribe, Ortiz & Duque, 2001; Anderson
et al., 1996; Early & Goff, 1986 como se cita en Goff, 1993). En este estado ocurren las

primeras colonizaciones, y es cuando las hembras ovipositan (Calliphoridae) o larvipositan
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(Sarcophagidae), en las aberturas naturales de la cabeza, region anogenital y/o en las

heridas de los cadaveres (Goff ez al., 1991).

En el estado hinchado o enfisematoso, permanecen las larvas de Calliphoridae y
Sarcophagidae y se da la llegada de dipteros adultos de la familia Muscidae (Camacho,
2005c; WollT et al., 2001; Anderson ef al., 1996), y de coledpteros de la familia Silphidae
(Camacho, 2005¢c; Anderson ef al., 1996), y Staphylinidae (Camacho, 2005c; Anderson et
al., 1996; Early & Goff, 1986 como se cita en Goff, 1993).

En el estado de licuefaccion o colicuativo, en donde se presenta descomposicion activa y
avanzada, se puede observar la emergencia de adultos de diferentes familias del orden
Diptera (Camacho, 2005c; Wolff er al., 2001; Anderson ef al., 1996; Earl & Goff, 1986
como se cita en Goff, 1993), asi como la aparicion de individuos de la familia Cleridae
(Orden: Coleoptera) (Camacho, 2005¢; Wolff et al., 2001, Anderson et al., 1996).

La finalizacion de la putrefaccion se da cuando el cuerpo se reduce a los restos
esqueléticos, durante este periodo se pueden encontrar coledpteros de la familia
Dermestidae, y con frecuencia acaros (Camacho, 2005c; Magaiia, 2001; Wolff er al., 2001;

Anderson ef al., 1996; Early & Goff, 1986 como se cita en Goff, 1993).

3.4.2 Curvas de crecimiento

Las curvas de crecimiento se basan en la estimacion de la edad de las larvas (Magana,
2001), mostrando graficamente el tamaiio y desarrollo de los insectos a través del tiempo.
Su aplicacion permite conocer la edad de un insecto encontrado en la escena, al tomar sus
medidas corporales y verificar el estado en el que se encuentra, extrapolando estos datos a
las curvas ya establecidas, las cuales permitiran la aproximacion a la edad larval, y en

consecuencia, se obtendra el intervalo postmortem aproximado (Byrd & Castner, 2001).
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Las curvas de crecimiento de los estados larvales se caracterizan por presentar una
grafica curvilinea (Byrd & Castner, 2001), en donde el minimo desarrollo que el individuo
puede alcanzar, sera el desarrollo minimo o limite inferior, y el desarrollo mayor, sera el
limite superior o desarrollo maximo, mostrando una grafica final con un rango de datos
superior e inferior.

Suponiendo que llegase un cadaver con larvas de 10 mm de longitud, se debe emplear
una curva de crecimiento acorde para la especie y para las condiciones de temperatura y
humedad mas similares a las cuales se encontraba el cadaver, asi al extrapolar los datos en
€ésta, se encontraria que para que las larvas alcancen una longitud de 10 mm, es necesario
que transcurran alrededor de cuatro dias, a los cuales se les agregaria el tiempo que tarda la
incubacion del huevo, que para la especie Compsomyiops verena puede estar entre de 16
horas y dos dias segun las condiciones ambiéntales (Segura, Usaquén, Sanchez, Chuaire,
2005; Greenberg & Kunich, 2002; Hall, 1948), por lo que el intervalo de tiempo minimo de
desarrollo para la larva seria de aproximadamente cinco a seis dias. La Figura 1 muestra un
modelo teodrico, para una curva de crecimiento de una especie de la familia Calliphoridae,

donde se aprecia el aumento en longitud larval hasta el dia seis, a partir del cual la curva

tiende a estabilizarse.
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Figura 1. Curva de crecimiento de la longitud larval de una especie de la familia

Calliphoridae

Curva de crecimiento
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Para realizar las curvas de crecimiento se emplea la medicion diaria de las variables
longitud y ancho larval, hasta alcanzar el estado de pupa, registrando diariamente el estadio
de desarrollo en el cual se encuentra la larva. El desarrollo de los insectos esta
estrechamente relacionado con la temperatura, de manera general, a mayor temperatura el
desarrollo se acelerara y a bajas temperaturas, el desarrollo se hara mas lento (Anderson,
2000). Para que la determinacion del Intervalo Postmortem (PMI, por su sigla en ingles) en
investigaciones medico-legales tenga validez, es necesario usar curvas de crecimiento y
desarrollo especificas para cada especie y bajo condiciones ambientales lo mas parecidas
posible a las cuales se hizo el hallazgo del cadaver (Segura, 2007).

Diversos trabajos usan y establecen curvas de crecimiento y desarrollo para las primeras
especies de dipteros, colonizadoras de cadaveres en locaciones geograficas distintas. En
Colombia en la ciudad de Bogota se estudio el ciclo de vida de Calliphora vicina
(Robineau-Desvoidy, 1851), Sarconesia magellanica (Le Guillou, 1842) y Compsomyiops

verena (Walter, 1849) (Camacho, 2005c; Segura ef al., 2005; Canon & Segura, 2003). En la
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Florida se trabajaron curvas de crecimiento para la especie Cochliomyia macellaria (F)
(Byrd & Butler, 1996), en Austria en la especie Lucilia sericata (Meigen, 1826) y
Protophormia terraenovae (Robineau-Desvoidy) (Grassberger & Reiter, 2001; Grassberger

& Reiter, 2002).

3.5 Efectos de la temperatura v la humedad relativa

La tasa de crecimiento y desarrollo de los insectos, depende de multiples factores, entre
los que se incluyen el tipo y disponibilidad de alimento (Gullan & Craston, 2005). Sin
embargo, las variables humedad relativa y temperatura tienen la mayor influencia en el
desarrollo (Smith, 1986).

A temperaturas elevadas, los efectos se veran reflejados en una aceleracion de la tasa
metabolica, cuya consecuencia sera un crecimiento mas rapido (Gullan & Craston, 2005;
Grassberger & Reiter, 2002; Byrd & Butler, 1996), y una curva de crecimiento mas
angosta en el eje x. Reiter en 1984 (como se cita en Smith, 1986), encontré que a mayores
temperaturas, las larvas alcanzaban sus tamafios maximos en un menor tiempo, reduciendo
de esta forma la duracion del desarrollo de los individuos. Por el contrario, a bajas
temperaturas, la curva sera mas ancha en el eje x, completando el ciclo de vida en un
intervalo de tiempo mayor.

A bajas humedades relativas el individuo se vera afectado en su fisiologia, y el desarrollo
se retardara (Gullan & Craston, 2005), en consecuencia la curva de crecimiento se vera mas
alargada. Por el contrario cuando la humedad relativa es muy elevada, puede llegar a
afectar la emergencia de los adultos, resultando en la muerte de las pupas, o incluso

evitando que las prepupas alcancen el estado pupal (comunicacion personal, Segura, 2008).

20



3.6 Aspectos biolégicos de la familia Calliphoridae

Las especies de la familia Calliphoridae, son los primeros colonizadores de Cuerpos en
descomposicion. Esta familia consta de aproximadamente 1000 especies en el mundo, de
las cuales 126 se encuentran en el neotropico (Amorin ef al., 2002 citado por Amat, Pape &
WolfT,, 2004). Estas son moscas caliptradas, cuyos adultos miden entre 6 y 14 mm. de
longitud (Byrd & Castner, 2001), presentan colores metalizados en su mayoria, y se

>

caracterizan por tener una antena con 3 segmentos, y arista plumosa, asi como por la

presencia de 2 setas notopleurales (Triplehorn & Johnson, 2005); la mayoria de las especies
de la familia tiene el espiraculo posterior grande en proporcion al resto del cuerpo y la vena
media de las alas encorvada, con la celda discal cerrada (Vargas & Wood, 1999).

Las larvas de esta familia, pueden medir entre 8 y 23 mm de longitud, y tener colores
crema o blancos, el cuerpo es cilindrico, estrechado hacia la cabeza, el segmento terminal
de la larva puede tener 6 o mas tubérculos alrededor, en donde se encuentran los
espiraculos posteriores, que a diferencia de la familia Sarcophagidae, no se encuentran
retraidos en una cavidad profunda (Byrd & Castner, 2001).

La fase larval presenta tres estadios que difieren entre si por el grado de desarrollo de los
espiraculos posteriores. A su vez, el tercer estadio se divide en dos. El primero de estos es
el estado alimentario, en donde la larva se alimenta de forma voraz, alcanzando sus
maximos tamaiios. Después de esto, la larva deja de alimentarse alejandose del recurso y
empieza a utilizar el contenido alimenticio que le resta en su intestino hasta que este deja de
ser visible, esta etapa se conoce como la fase de prepupa. A partir de este instante el color

de la larva cambia de traslucida a opaca, por la presencia de cuerpos grasos, y las
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caracteristicas internas se tornan oscuras, la larva empieza encogiendo su tamafio
preparandose para la pupacion (Anderson, 2000).

Los habitos de los califoridos, pueden variar de una subfamilia a otra (Vargas & Wood,
1999), siendo individuos necrofagos en su mayoria, depredadores o parasitoides de
caracoles y lombrices de tierra (Amat et al., 2004), incluso llegan a parasitar humanos, al
ovipositar en el tejido vivo, causando miasis (Triplehorn & Johnson, 2005).

Segun la lista preliminar de algunas especies de Diptera para Colombia, publicada en
2004 en la revista Biota Colombiana (Amat et al., 2004); la familia Calliphoridae esta
compuesta por 5 subfamilias, entre las que se encuentran: Calliphorinae, Luciliinae,
Chrysomyinae, Melanomyinae y Mesembrinellinae, donde las subfamilias Calliphorinae y

Chrysomyinae tienen habitos necrofagos (Vargas & Wood, 1999).

3.7 Aspectos taxonomicos de C. verena, Walker 1849

Segun la revision del nuevo mundo para la subfamilia Chrysomyini, hecha por Dear en
1985, Compsomyiops verena (Walter, 1849); se presenta como una sinonimia de Musca
verena (Walter, 1849), Paralucilia apolinari (Mello, 1968), Paralucilia fulvicrura (Lynch
Arribalzaga, 1880; Smart, 1937), y Myolucilia lyrcea (Walter, 1849).

Los machos de esta especie, presentan 0jos holopticos, separados por una distancia igual
al largo de la antena, sus focetas oculares son muy grandes anteriormente, a diferencia de
las hembras, cuyos ojos son dicopticos, y tienen la gena aserrinada y metalizada
anteriormente (Dear, 1985).

El torax de algunos especimenes presenta dos pares de setas discales en el escutelo, con
la formula katepisternon 1:1, usualmente con tres bandas en el noto, alas café en la base,

venas, basicosta y calipteros de color café, superficie dorsal del caliptero superior, con



pocos pelos cafés, base de la vena radial dorsalmente setosa y ventralmente desnuda), patas
con tibias oscuras en su base y fémures color café con manchas en el centro. El abdomen
café aserrinado delgado y no conspicuo (Amat et al., 2008: Amat et al., 2004; Dear, 1985)

Figura 2.

Figura 2. Adulto de C. verena

|
|

Diaz A, Zﬁ

A nivel neotropical, esta especie se ha reportado en Argentina (Mariluis & Mulieri,

2003). De igual forma Dear (1985), examind material proveniente de Costa rica, Peri,
Venezuela y Colombia. La distribucion de la especie en Colombia abarca los
departamentos de Cundinamarca, Boyaca, Meta, Magdalena, Norte de Santander, Quindio
y Tolima. E. Amat (comunicacion personal, octubre 2008; Amat et al., 2004).

Los adultos de C. verena, son atraidos a la materia en descomposicion (Hall, 1948), son
consideradas moscas asinantropicas, (Greenberg & Szyska, 1984), y eusinantrépicas
(Figueroa-Roa & Linhares, 2002), cuyas larvas saprofagas son capaces de causar miasis

(Dear, 1985). Los adultos muestran marcada heliofilia (Figueroa-Roa & Linhares, 2002), y
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su mayor abundancia se reporta en €pocas de temperaturas mas elevadas y de baja

precipitacion pluviométrica (Figueroa-Roa & Linhares, 2002; Greenberg & Szyska, 1984).



4. Problema

Teniendo en cuenta los pocos estudios en el tropico, que permitan el conocimiento de la
entomofauna presente en determinadas regiones, y en vista del incremento en la utilizacion
de la entomofauna necrofaga como fuente de informacion en torno al fenomeno de la
muerte, surge la necesidad de generar informacion precisa y detallada a la realidad local,
sobre el desarrollo de distintas especies de insectos colonizadores de cadaveres, que
posibiliten establecer el tiempo de muerte de cuerpos que han sido ingresados al INML-CF.

El conocimiento generado para la ciudad de Bogota en cultivos a condiciones
controladas, permitira la extrapolacion de los resultados, a situaciones en las cuales se
encuentren cuerpos al interior de una vivienda, en condiciones de temperatura y humedad,

similares a las aqui trabajadas.
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S. Justificacion

La presencia de la especie Compsomyiops verena como colonizadora de cadaveres
humanos en Bogota, ha sido reportada de forma continua, por lo que se torna necesario
estudiar el desarrollo de la misma bajo diferentes condiciones, de forma que estos datos
puedan ser atiles en la determinacion del tiempo aproximado de muerte (Segura ef al.,
2005; Canon & Segura, 2003).

Con el propésito de aumentar la informacion acerca de la entomofauna asociada a
cadaveres, en la ciudad de Bogota, y el efecto que tiene la temperatura en el desarrollo de
C. verena, es importante desarrollar curvas de crecimiento de esta especie colonizadora de
cuerpos en descomposicion, con el fin de utilizarlas como herramienta entomologica en el
estudio de casos forenses.

A partir de las curvas de crecimiento y desarrollo de C. verena, se puede contribuir con el
conocimiento que se tiene actualmente sobre esta especie de interés forense,
proporcionando mayor soporte cientifico a los informes periciales emitidos por el
Laboratorio de Entomologia Forense del el INML-CF, en lo que concieme a la
aproximacion del tiempo de muerte por métodos entomologicos (Camacho & Segura,
2007).

En cuanto a las condiciones utilizadas, es importante elaborar curvas de crecimiento a
condiciones ambiéntales y controladas para la ciudad de Bogota, para registrar el desarrollo
de los individuos a diferentes condiciones y poder extrapolar en caso de encontrar un
cuerpo al aire libre o en un recinto cerrado, en donde las condiciones de temperatura se

presentan con un incremento en las mismas.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Construir curvas de crecimiento y desarrollo a condiciones controladas 22.7 (20.35)°C y
37.5 (£3.16) % HR y ambientales en laboratorio de 17.8(£1.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR de
C. verena (Diptera: Calliphoridae) como primer colonizador de cadaveres que hayan sido

ingresados a la sala de necropsias del INML-CF Regional Bogota.

6.2. Objetivos especificos

«  Determinar taxonémicamente las principales caracteristicas morfologicas de
los estadios larvales de C. verena (Diptera: Calliphoridae).

«  Establecer las variables longitud y ancho en cada estadio de desarrollo de C.
verena.

e  Establecer la duracion de los estados de desarrollo de C. verena en
condiciones controladas 22.7 (£0.35) °C y 37.5 (£3.16) % HR y ambientales 17.8

(+1.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR .
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7. Aspectos Metodologicos

7.1 Tipo o diseiio de estudio Prospectivo

7.2 Universo Masa de huevos proveniente de un cadaver, la cual sera cultivada: asi como
larvas, prepupas, pupas y adultos provenientes del cultivo bajo condiciones de temperatura

y humedad controladas.

7.3 Muestra Masa de huevos.

7.4 Unidad de observacion Masa de huevos, larvas, prepupas, pupas y adultos.

7.5 Criterios de inclusion y exclusion

e Higado que no presente sustancias toxicas, ni patologias.
° Individuos pertenecientes a la familia Calliphoridae, colonizadores de

cadaveres.

7.6 Definicion y medicion de variables independientes

e Tiempo: para establecer la duracion de cada uno de los estados y estadios
(estadio 1, 2 y 3) de desarrollo de los individuos de la familia Calliphoridae, se
colectaron 5 larvas diariamente provenientes de cada cultivo (control y ambiente),
durante 11 y 20 dias respectivamente.

e  Las masas de huevos provenientes de la especie colonizadora del cadaver, se
llevo a una camara de cultivo, para seguir su desarrollo y posterior determinacion

taxonomica.
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e  Variables ambientales: se mantuvo uno de los cultivos en condiciones
ambientales naturales de temperatura y humedad ambiental de Bogota, aproximadas

al7.8(*1.61)°Cy528 (+6.58)% HR .

7.7 Definicion y medicion de variables dependientes

e Variables controladas: cultivo de cria a condiciones controladas a 22.7
(+0.35) °C y 37.5 (£3.16) % humedad relativa, las cuales fueron programadas en las
camaras de ambiente controlado que se encuentran ubicadas en el Laboratorio de
Entomologia Forense del INML y CF.

e  Variables morfologicas: se revisaron las caracteristicas morfologicas y
anatomicas en los diferentes estados de desarrollo, se realizo aclaracion y montaje
de los estadio larvales. Se realizo el registro fotografico de los espiraculos
anteriores y posteriores, aparato cefalofaringeo, y la disposicion de espinas a lo
largo del cuerpo.

e  Variables morfométricas: Las medidas de longitud y ancho corporal de las
formas inmaduras se tomaron con calibrador MITUTOYO (Resolucion: 0.1lmm o

0.0005°°/0.0lmm; Error instrumental: £ 0.02mm; Repetibilidad: 0.0lmm o

0.0005°°/ 0.01 mm).
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8. Materiales y Métodos

8.1 Recoleccion vy cultivo

Se realiz6 la bisqueda de masas de huevos de los primeros dipteros colonizadores en los
orificios naturales y heridas de los cadaveres que fueron ingresados a la sala de necropsias
del INML-CF, en el periodo comprendido entre abril y julio del 2008. Una vez encontradas
las masas de huevos, se recolectaron de los cadaveres empleando pinzas entomologicas.
Posteriormente, una parte de las muestras se preservo en alcohol al 80% vy la otra parte se
crio hasta el estado adulto empleando como sustrato alimenticio un fragmento de higado
del mismo cadaver, que no presentaba sustancias toxicas. Para tal fin, la masa de huevos
recolectada, se separo6 en dos, colocandolas sobre dos fragmentos de higado de
aproximadamente 80g., los cuales se cubrieron con papel aluminio, de forma que este
permitiera la entrada de luz; posteriormente se depositaron en frascos de cultivo los cuales
se rotularon con el numero de caso, la fecha de la coleccion, procedencia de las muestras y
colector.

El lugar de procedencia del cadaver fue la localidad de La Candelaria. La masa de
huevos colectada no presenté contaminacion con otras especies de la familia Calliphoridae,
lo cual se evidencio al obtener y determinar los individuos adultos.

El cultivo de los primeros insectos colonizadores se realizo en el Laboratorio de
Entomologia del INML-CF. Uno de los frascos de cultivo se ubico al interior de una
camara ambientada, en condiciones de temperatura y humedad controladas, a 22.7 (+0.35)
°C y 37.5 (£3.16) % HR respectivamente, dejando el otro cultivo a temperatura y humedad
ambiente de Bogota en un recinto cerrado, a condiciones aproximadas de 17.8(x1.61)°C y

52.8 (+ 6.58) % HR; diariamente se verificaron las condiciones de los cultivos, asi mismo,
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se registraron la temperatura al interior de la camara con termohigrometro (Termometro:
Rango 0 a 50 grados Centigrados, Exactitud: + 1°C; Higrémetro: Rango 25 a 95% humedad
relativa, Exactitud: + 2% humedad relativa) y de las masas larvales con termémetro, el cual
se introdujo directamente en la masa larval.

Durante los 9 y 16 dias que dur6 el estado larval (cultivo controlado y ambiente) se
tomaron diariamente al azar 5 larvas (réplicas) de cada cultivo, que se sacrificaron con agua
caliente, posteriormente las larvas se preservaron en etanol al 80%, segun el
“Procedimiento estandarizado de trabajo, para el manejo de muestras entomolégicas”,
establecido por el INML-CF, (Segura, 2007). Para la evaluacion diaria se tuvo en cuenta el
estado y estadio de desarrollo y las variables longitud y ancho corporal de las larvas fueron
medidas con calibrador digital.

Posteriormente, cuando los insectos alcanzaron el estado de prepupa, se separaron del
sustrato alimenticio y se cambiaron a un frasco con arena donde alcanzaron el estado de
pupa, una vez emergieron los insectos adultos, se sacrificaron con acetato de etilo y se

preservaron en alcohol al 80%.

8.2 Trabajo en laboratorio

La identificacion taxonomica de los individuos hasta el nivel de especie, se realizo a
partir de las formas adultas, empleando el PET “Estudio entomoldgico para identificacion
taxonomica de insectos de importancia forense” (Buenaventura, 2007) y la “Clave ilustrada
para la identificacion de los géneros y las especies de califoridos (Diptera: Calliphoridae)
de Colombia” (Amat, Vélez, & Wolff, 2008).

Para caracterizar las formas larvales, se realizd una adaptacion del procedimiento de

aclaracion con KOH, descrito por Smith en 1986. Posteriormente, las larvas se fijaron en
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laminas empleando Entellan (Resina sintética, densidad 0.940 - 0.960). Se tomaron los
registros fotograficos, correspondientes a cada uno de los estados y estadios de desarrollo
de los individuos cultivados de C. verena.

Una parte de los insectos adultos se monto en alfileres entomologicos, las larvas y los
adultos restantes se preservaron en alcohol al 80%. Todo el material colectado durante el
proceso de cria fue etiquetado y almacenado en la Coleccion Entomolégica del Laboratorio

de Entomologia Forense del INML y CF (INMLCF-CE).

Sesgos potenciales
° La presencia de toxicos en el higado, que se utilizo como sustrato, puede alterar la
duracion del ciclo de vida.

e  Determinacion taxonomica erronea por claves inadecuadas.

9. Plan de Tabulacion y Analisis

e  Para la elaboracion de las curvas de crecimiento se ingresaron los valores para las
variables morfometricas en Excel, y se trabajaron con un intervalo de confianza del
95%, se utilizo la tabla T, para la desviacion estandar.

e  Se aplico el PET “Ciclo de vida de dipteros colonizadores (Diptera: Calliphoridae) de
cadaveres humanos en Bogota D.C., como herramienta para la determinacion del
tiempo de muerte” (Segura, 2007).

e  Para la descripcion del esqueleto cefalofaringeo, espiraculos y espinas se siguio la

nomenclatura propuesta por Teskey (1981) y Greenberg y Szyska (1984).
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10. Consideraciones éticas

Se aplicaron los lineamientos establecidos en la Declaracion de Helsinki (1996) y se
siguteron las normas de bioseguridad, tales como la utilizacion de gorro, guantes,
tapabocas, botas, gafas y traje quirtrgico

Se cuido del bienestar de los animales utilizados en el experimento, como lo indica la
LLey 84 del 27 de Diciembre de 1989, pues los animales objeto de estudio se mantuvieron
en las condiciones locativas apropiadas en cuanto a movilidad, luminosidad, aireacion e
higiene (Cap II, Art 5, Numeral); suministrandoles alimento en cantidad y calidad
suficientes (Cap 11, Art 5, Numeral B).

Como lo indica el Numeral J del Articulo 17 (Cap V), de la Ley 84 del 27 de Diciembre
de 1989, el sacrificio de un animal no destinado al consumo humano, no debe implicar
sufrimiento, y sera permitido solo con fines experimentales, investigativos o cientificos.

En consecuencia segun el articulo 87 (Titulo V) de la resolucion 8430, y acorde con los
numerales E y G, se utilizo acetato de etilo como anestésico, para minimizar el dolor al
momento del sacrificio de los individuos adultos (Sola, 2007).

Basandonos en el articulo 47 (capitulo VI, titulo I de la Resolucion 008430 de 1993 del
Ministerio de Salud), de la investigacion en organos y tejidos derivados de cadaveres
humanos, estos se obtuvieron, conservaron y utilizaron, con el debido respeto al cadaver
humano, y como lo indica el articulo 48 de la enunciada Resolucion, el destino final de los
organos fue manejado segun las normas para la disposicion de los derivados de seres
humanos.

En cuanto a la investigacion con material biologico que pueda contener microorganismos

patogenos, y acorde con los numerales A y B del articulo 63 (Titulo 1V, Cap 1), la
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investigacion se realizo contando con las instalaciones y equipos de laboratorio de acuerdo
con las normas técnicas para la seguridad en el manejo, para lo cual se utilizo el PET del
Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias Forenses “Manejo de muestras
entomologicas de interés forense” para el manejo adecuado del material, disposicion de
desechos vy la seguridad personal (Camacho, 2005b) asi mismo, para el manejo adecuado
del material, disposicion de desechos y la seguridad personal se empled el “Formato de

recoleccion de muestras de interés forense” (Sicacha & Gonzalez, 2002)
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11. Resultados y discusion

La determinacion taxonomica de los adultos, permitio confirmar la especie como (.
verena, una de las primeras especies colonizadoras de cadaveres que fueron ingresados a la
morgue del INML-CF, a la fecha se ha reportado la especie como primer colonizador en las
localidades de Suba, Ciudad bolivar, Usaquén, Chapinero y Teusaquillo (Camacho &
Segura, 2008), encontrandose en el presente estudio en un cadaver proveniente de la
localidad de La Candelaria, cuya temperatura oscila entre los 14°C y 19°C (Segura et al.,
2005; Jiménez & Latorre, 2003 como se cita en Segura et al., 2005; Cafion & Segura, 2003,
Alcaldia mayor de Bogota, 1993).

A partir de los datos correspondientes a las zonas donde fueron hallados los cadaveres
colonizados por (. verena, se podria inferir preliminarmente que esta especie de diptero
prefiere zonas rurales, poco impactadas por el hombre, habiéndose encontrado en
localidades de baja afectacion antropica. Atin no se conoce si esta preferencia por colonizar
ciertas localidades se muestre constante, entre los dipteros, a pesar de ser esta una
separacion politica y no geografica (comunicacion personal, Camacho & Segura, agosto

2008).

11.1. Descripcion de las formas inmaduras de C. verena, Walker 1849

11.1.1. Huevos

Generalmente, los huevos se encuentran unidos en grupos o masas que pueden variar
desde 100 huevos hasta mas de 300 (Figura 3), son alargados, de color beige, cada huevo

puede tener una longitud entre 1.1mm — 1.4mm (Greenberg & Kunich, 2002).



Figura 3. Masa de huevos de C. verena (6.7X). Escala = [ mm

La recoleccion de la masa de huevos se realizo el 13 de julio, presentandose la eclosion
de los mismos el 14 de julio; el tiempo de incubacion observado, fue de minimo un dia, ya
que se desconoce el tiempo de incubacion que tenian los huevos al momento de ser
colectados del cadaver.

El estudio realizado por Segura et al., (2005) en la localidad de Usaquén en Bogota,
reporta una duracion de dos dias a 17°C, desde la oviposicion hasta la eclosion de los
individuos de C. verena; asi mismo a diferencia de lo reportado por Greenberg & Szyska
(1984), en un estudio realizado en Pert, reportaron que el tiempo en el que de incubacion
de individuos de C. verena tuvo una duracion de 23,5 horas a una temperatura promedio de
23,8°C.

Conociendo que la temperatura promedio de la localidad de La Candelaria, donde se
encontro el cadaver, es de aproximadamente 16.5°C (Alcaldia Mayor de Bogota, 1993

podemos sugerir que el tiempo necesario para completar la incubacion de los huevos a esta
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temperatura es de dos dias como minimo, lo que indica que estos se encontraban el 13 de
julio, aproximadamente a la mitad de su tiempo de incubacion, por lo que es posible que la

oviposicion se hubiese realizado el 12 de julio del 2008.

11.1.2 Larva de primer estadio de desarrollo (L1) de C. verena

Larva aproximadamente de 3.59 (£1.16) mm de longitud y 0.47 (+0.17) mm de ancho,
con doce segmentos, el primer segmento corresponde a la region cefalica, los siguientes 3
son toraxicos y los 8 finales son los segmentos abdominales (Knut, 1991). La larva presenta
espinas muy pigmentadas que la rodean en todos sus segmentos a excepcion del segmento
XII, la linea de espinas esta bifurcada hacia la parte ventral a partir del V segmento. Los

espiraculos anteriores estan ausentes (Figura 4).

Figura 4. Larva [ vista lateral. de C. verena
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EC: esqueleto cefalofaringeo. Escala= lmm

No es posible realizar diferenciacion de especies en larvas de primer estadio, ya que los
caracteres diagnosticos como espiraculos y aparato cefalofaringeo ain se encuentran poco
desarrollados. La figura 4 presenta la larva de primer estadio, donde el esqueleto cefalico
(EC) es apenas visible; esta larva no presenta todavia peritrema en los espiraculos
posteriores (EP). En la cuticula se evidencian de forma clara las espinas fuertemente
pigmentadas (Figura 5), como uno de los caracteres que pueden indicar que se trata del

género Compsomyiops (Trigo, 2006 citado por Liu & Greenberg, 1989). La disposicion de
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las mismas a lo largo del cuerpo, es un caracter clave en la identificacion, aunque para este

estadio no es posible una determinacion del todo acertada.

Figura 5. Larva de primer estadio de desarrollo (1) vista lateral de C. verena.
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EP: espiriculos posteriores, EC: esqueleto cefalofaringeo

El esqueleto cefalofaringeo se observa débilmente esclerotizado en este estadio, no se

presenta todavia el esclérito accesorio (Figura 6), se puede distinguir facilmente el cuerno
dorsal (CD) un poco mas largo que el ventral (CV).

Figura 6. Vista lateral del esqueleto cefalofaringeo de LI de C. verena.
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CD: cucmo dorsal; CV: cuemo ventral; EM: esclerito mandibular; FT: fragma tentorial o esclérito

tentorofaringeco (Knut, 1991); AD: arco dorsal.
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Los espiraculos posteriores se observan débilmente pigmentados, al interior de cada
espiraculo se observan dos aberturas fusionadas, no se diferencia peritrema abierto o
cerrado (Figura 7). Para la determinacion del intervalo postmortem, a partir de muestras
larvales de primer estadio, es necesario cultivar las mismas, de ser posible a un estado
adulto o como minimo hasta el tercer estadio larval, de lo contrario no se conoceria con

certeza la especie, dificultando la aplicacion de la curva mas apropiada para la misma.

Figura 7. Lispiraculos posteriores (I.P) de primer estadio de C. verena

150.0 um| "

11.1.3 Larva de segundo estadio de desarrollo (LII) de C. verena

Larva de aproximadamente 8.24 (+2.08) mm de longitud y 1.16 (£0.40) mm de ancho
(Figura 8), las larvas de este estadio se caracterizan por la aparicion de los espiraculos
anteriores (EA), los anillos de espinas se observan con mayor grado de pigmentacion que
en el estadio anterior, las lineas de espinas se bifurcan a partir del primer segmento

abdominal. El esqueleto cefalofaringeo se encuentra mas esclerotizado que en el estadio
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anterior, espiraculos anteriores bien definidos. Alin no se evidencia el esclérito accesorio, ni

las espinas pleurales.

Figura 8. Larva Il de C. verena (15X) vista lateral. Escala = Imm

De la misma forma que para el estadio anterior, es recomendable para el segundo estadio

el

el llevar la especie idealmente hasta el estadio subsiguiente, donde las estructuras se
presenten totalmente formadas, permitiendo la correcta identificacion de ser posible a

especie.

Figura 9. Larva Il vista lateral de C. verena.
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EP: espiraculo posterior; EA: espirdculo anterior; EC: esqueleto cefalofaringeo
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El aparato cefalofaringeo de larvas de segundo estadio se presenta mas esclerotizado, con
mayor pigmentacion en el esclerito mandibular e hipostomal. Se evidencia mayor longitud

del cuerno dorsal que en LI, ademas, el cuerno ventral esta mas esclerotizado (Figura 10).

Figura 10. Esqueleto cefalofaringeo de segundo estadio de C. verena, vista lateral.
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AD: arco dorsal; CD: cuerno dorsal; CV: cuerno ventral; EM: esclérito mandibular; FT: fragma tentorial;

ED: esclerito dentado

Aparecen los espiraculos anteriores no muy pigmentados, que se presentan con
aproximadamente 9 a 10 branquias, (Figura 11), los cuales son caracteristicos para este

geénero al poseer numerosas prolongaciones.

Figura 11. Espiraculos anteriores de larva de C.- verena de segundo estadio. B:

branquias
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Los espiraculos anteriores bien desarrollados, se observan en la parte posterior del
segmento toraxico | (Figura 12), la aparicion de estos determina el segundo estadio donde
la presencia de espiraculos en la parte anterior y posterior de la larva, indica un sistema
espiracular amphipneustico (Teskey, 1981) caracteristico de la mayoria de dipteros del
suborden Brachycera, de igual forma este estadio presenta dos aperturas espiraculares en el

espiraculo posterior, en el cual ain no se evidencia un peritrema bien desarrollado

(Figural2).

Figura 12. Segmento cefdlico y toraxico I (40X). FEA: espiraculo anterior

EA

Los espiraculos posteriores se presentan muy proximos entre si, aun no se diferencia el
peritrema. En este estadio cada espiraculo presenta en su interior, dos aperturas
espiraculares bien definidas y paralelas entre si, cuya parte mas esclerotizada se conoce
como rima (Figura 13), y se presenta para los individuos de la familia Calliphoridae, con

disposicion recta (Teskey, 1981).
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Figura 13. Lispiraculos posteriores de Larva Il de C. verena.

p

EP: Espiriculos posteriores; AE: apertura espiracular; P: peritrema; R: rima; T: trabeculas

Debido a que el peritrema (P) es el ultimo en pigmentarse (Gullan & Cranston, 2005), en
este estadio ain no es posible la determinacion correcta del género, basados solamente en
los espiraculos posteriores (Figura 13). Por esto es necesario complementar con los

caracteres morfologicos del aparato cefalofaringeo y los espiraculos anteriores.

11.1.4 Larva de tercer estadio de desarrollo (LIII) de C. verena

Larva aproximadamente de 13.09 (£1.27) mm de longitud y 2.31 (£0.15) mm de ancho,
con segmentacion notoria y espinas muy pigmentadas. Se diferencian las espinas pleurales
a partir del primer segmento abdominal hasta el sexto (Figura 14). Los espiraculos
anteriores sobresalen a la cuticula. Segmento abdominal VIII con tubérculos posteriores
bien definidos que sobrepasan la superficie de la larva; los espiraculos posteriores, se
observan introducidos en una cavidad, que no se encuentra al mismo nivel de la

protuberancia anal.
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Figura 14. Larva 11l vista lateral de C. verena (17.5X).
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EA: espiriculo anterior; EC: esclérito cefalico; EP: espinas pleurales; T1: scgmento toraxico 1; Al:

scgmento abdominal 1; T: tubérculos posteriores. Escala = 1 mm.

Esqueleto cefalofaringeo fuertemente esclerotizado; espinas, espiraculos anteriores y
posteriores aparecen bien pigmentados. Se evidencia la bifurcacion de las lineas de espinas
a partir del primer segmento abdominal. Segmentos I al X estan rodeados por espinas tanto
dorsal como ventralmente, el segmento XI presenta menos filas de espinas dorsalmente, las
filas de espinas del segmento X inician en los espiraculos posteriores, el segmento XII

carece de espinas en su superficie dorsal (Figura 15).

Figura 15. Montaje en placa larva de tercer estadio (LIII) (2X).
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Las larvas de esta especie se diferencian de las demas por presentar el esclerito oral o

accesorio, este permite separar con certeza la especie de otros dipteros, y solo se evidencia
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en el tercer estadio. El esclerito oral es visible superficialmente en el segmento oral, cuyos
I6bulos antenomaxilares son pronunciados, presentandose para C. verena unidos

basalmente (Teskey, 1981) (Figura 16).

Figura 16. Vista ventral region cefalica de larva de tercer estadio de C. verena (40X).
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EQ: esclerito oral: LAM: 16bulo antenomaxilar

Las larvas de tercer estadio de C. verena, presentan su esqueleto cefalofaringeo
fuertemente esclerotizado y bien desarrollado, los ganchos orales son curvos anteriormente,
el cuerno dorsal es aproximadamente dos veces mas largo que el cuerno ventral. Los
escleritos mandibular e hipostomal se observan fuertemente pigmentados; aparece el

esclerito accesorio y el esclerito hipostomal presenta un denticulo protuberante (Figura 17).
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Figura 17. Lisqueleto cefalofaringeo.
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EA: cspiriculos anteriores; CD: cucrno dorsal; CV: cuemo ventral; SC: scgmento cefilico; T1: segmento
toraxico 1; AD: arco dorsal; FT: fragma tentorial; GO: ganchos orales; ED: esclérito dentado: esclérito

hipostomal

La figura 18 muestra en detalle el esclerito mandibular de la especie, cuyo denticulo se
presenta independiente del esclerito mandibular, el esclerito accesorio se halla presente,
caracterizando el estadio como el tercer instar larval, ya que la presencia de este no se

evidencio en el primer y segundo estadio.
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Figura 18. Detalle esqueleto cefalofaringeo.

ED

EA: esclerito accesorio; ED: esclerito dentado; EM: esclerito mandibular

Los espiraculos anteriores de C. verena presentan doce branquias bien definidas, y
separadas basalmente entre si, no se observa membrana interdigital entre las branquias, a
pesar de que el numero de branquias no es un caracter que se observe constantemente
dentro de la especie, permite diferenciar de otras cuyo nimero de branquias oscila entre los

cinco O seis segun la especie (Greenberg & Szyska, 1984) (Figura 19).
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Figura 19. Lispiraculos anteriores de larva de tercer estadio de C. verena. B: branquias

Las larvas del tercer estadio de C. verena se distinguen por presentar tres aperturas
espiraculares en los espiraculos posteriores los cuales para la especie se presentan
separados entre si, con peritrema engrosado y abierto, no se distingue cicatriz ecdisial o se

presenta débilmente pigmentada (Figura 20).
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Figura 20. Espiraculos posteriores de C. verena
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CE: cicatriz ccdisial o botén caudal; P: peritrema engrosado; PI: peritrema incompleto; AE: aperturas

cspiraculares

Los espiraculos se presentan con tres tubulos rectos, en cuyas aperturas espiraculares se
observa la disposicion del tejido en forma de colmena, el peritrema abierto se distingue
muy engrosado; la especie no presenta cicatriz ecdisial, pero es posible que esta se presente

de forma poco notoria, como en la figura 21.
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Figura 21. Detalles espiraculo posterior de larva de tercer estadio de C. verena
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AE: apertura espiracular; P: peritrema; CE: cicatriz ecdisial
Los espiraculos posteriores se presentan introducidos en una cavidad. La distancia entre
los tubérculos dorsales internos, es menor a la distancia entre el tubérculo interno y el
externo dorsal, esto permite separar la especie de otras cuyas distancias entre tubérculos

pueden presentarse mayores o menores entre si (Greenberg & Szyska, 1981) (Figura 22).
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Figura 22. Vista posterior larva de tercer estadio (40X).
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TDI: tubérculo dorsal interno; TDM: tubérculo dorsal medial: TDE: tubérculo dorsal externo; DE: disco

espiracular; LA: l6bulo anal
Las espinas se encuentran distribuidas desde la superficie dorsal hasta el ano, y se4
encuentran organizadas en su parte medial en dos triangulos en forma de V, lo que no se da

en otras especies, cuya disposicion se observa en forma de U (Figura 23).

Figura 23. Distribucion de espinas Segmento Abdominal VIII (40X)
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La bifurcacion de las lineas de espinas se inicia desde la parte media de la larva, hasta
toda su superficie ventral, las espinas se encuentran orientadas con la punta hacia la parte
posterior de la larva. Anteriormente presentan dos o tres hileras de espinas de una punta, en
la parte ventrolateral, seguidas de lineas con espinas de dos, tres y hasta cuatro puntas,
hasta la bifurcacion de las hileras, en donde se encuentran de nuevo espinas de una punta

(Figura 24).

Figura 24. Detalle de la bifurcacion de la linea de espinas del segmento abdominal V de

C. verena en tercer estadio larval
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Las espinas se observan fuertemente pigmentadas en el tercer estadio. Las espinas de una
punta se ubican en la parte anterior y posterior de los segmentos, mientras que al interior
de esta zona se pueden encontrar espinas de dos a cuatro puntas (raramente de 4 puntas)

(Figura 25).
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Figura 25. Segmento abdominal 1V. Espinas de I, I1, 111, y IV puntas
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La especie C. verena, presenta espinas muy notorias donde las mas frecuentes son de una
y dos puntas; las espinas de cuatro puntas, se encuentran en menor cantidad a lo largo de la
cuticula de la larva, y no se encuentran con frecuencia en otras especies como Lucilia
sericata o Calliphora vicina, siendo un caracter importante en la identificacion a especie

(Figura 26).

Figura 26. Detalle espinas de cuatro puntas de C. verena (LIII)




11.1.5 Pupa de C. verena

Pupa cilindrica y alargada, aproximadamente de 7.69mm de longitud y 1.88mm de
ancho, sobresalen en la parte anterior mas angosta, los espiraculos anteriores y se observa
una constriccion en el segundo segmento abdominal; se aprecian las espinas a lo largo de

toda la superficie, con la misma disposicion que en LIII (Figura 27).

Figura 27. Pupa de C. verena (20X). Segmento de Fiscala = {1 mm

Cuticula totalmente esclerotizada, con doce tubérculos localizados de forma uniforme
alrededor del disco espiracular, placa anal reconocible con facilidad, con patrén de espinas

particular, espiraculos posteriores mas esclerotizados que en el estado anterior, con la

misma descripcion que en larva I1I (Figura 28).
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Figura 28. Vista posterior (40X).

TDI: tuberculo dorsal interno; TDM: tuberculo dorsal medial; TDI: tuberculo dorsal externo; EP:

espiraculo posterior; DE: disco espiracular, LA: lobulo anal; PA: protuberancia anal

11.2 Curvas de crecimiento y desarrollo de C. verena

La recoleccion de la masa de huevos se realizo el 13 de julio de 2008, debido al gran
tamafio de la misma, esta se separé en dos, realizando dos cultivos. La eclosién de los
huevos se presento el 14 de julio. A partir de ese momento se sacrificaron a diario 5 larvas,
hasta el 23 de julio (Cultivo en condiciones controladas en camara ambientada) y el 30 de
julio (Cultivo en condiciones ambiéntales), fechas en las cuales los individuos pasaron al
estado de pupa; la primera emergencia de los adultos se presenté el 31 de julio (que

corresponde al dia 19 del ciclo) y el 12 de agosto (dia 31) respectivamente (Tabla 1).
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Tabla 1. Cambio de estado en el liempo, para cultivos control y ambiente de C. verena

Desarrollo/Cultivo | Controlado  Ambiente
Colecta huevos 13/07/2008 13/07/2008
Eclosion LI 14/07/2008 14/07/2008
Larva Il 16/07/2008 17/07/2008
Larva II1 17/07/2008 21/07/2008
Prcpupa 21/07/2008 24/07/2008
Pupa 23/07/2008 29/07/2008
Emergencia 31/07/2008 12/08/2008

En la Tabla 2 se presentan los valores promedio de las variables morfométricas (longitud
y ancho corporal), a partir de la medicion diaria de cinco individuos tomados al azar de
cada cultivo, segun el estado de desarrollo en el que se encontraban los mismos.

En los datos promedio (Tabla 2) se observa que las medidas tienden a ser maximas
cuando las larvas se encuentran en el tercer estadio tanto para el cultivo en condiciones
controladas como en condiciones ambientales del laboratorio, estos resultados estan en
concordancia con lo reportado por Anderson (2000) para las especies Phormia regina
(Meigen), Phaenicia sericata (Meigen), Lucalliphora latifrons (Hough), Lucilia illustris
(Meigen), y Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy) a diferentes temperaturas.

Durante el estadio larval tres los insectos se encontraban en una fase de alimentacion
activa, donde alcanzaron las medidas maximas. A partir de este momento se observo que el
promedio de la longitud larval registré valores menores, lo que correspondio al estado de
prepupa, periodo en el que los individuos cesan su alimentacion para prepararse para el

estado de pupa (Anderson, 2000).

Tabla 2. Promedio de longitud y ancho de C. verena, por estadio larval

17.8°C / 52.8%HR

Temp / Hum Estado / Estadio LI LII LIl PP P
o Longitud (mm) 3513 (%1.40) 6.91(x0.37) 13.14 (4.40) 13.17 (0.36) 8.08 (£1.23)
22 G 13T ni i Ancho (mm) 0.485 (£0.25)  0.94 (20.14) 1.89 (£0.64) 2.26 (£0.12) 2.03 (£0.19)
Longitud (mm) 3.59 (x1.16) 8.24 (£2.08) 13.09 (£1.27) 10.55(*247) 7.50(0.33)

Ancho (mm)
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11.2.1 Curvas de crecimiento y desarrollo en condiciones controladas 22.7 (+0.35) °C y

37.5 (£3.16) % HR

El estado larval tuvo una duracion de 6 a 7 dias (LI, LI1 y LIII). El estadio LI duro dos dias,
LII un dia, L1I1 entre tres y cuatro dias (el dia ocho no se muestreo el cultivo, debido a que
el ingreso al INML-CF, no fue permitido el 20 de julio 2008, motivo por el cual se
desconoce en qué estado se encontraban los individuos en esta fecha), el estado de prepupa
duro entre dos y tres dias y finalmente, el estado de pupa ocho dias. La totalidad del ciclo se
completo a los 18 dias, hasta la emergencia de los individuos adultos (incluido el 20 de

julio, que corresponde al dia ocho del muestreo) (Tabla 3).

Tabla 3. Duracion de cada estado y estadio (1, LII, L1II) de desarrollo de C. verena en

condiciones controladas a 22.7 (+0.35) °C y 37.5 (+3.16) % HR

Estadio | Duracion/Dias
H 1
LI 2
LIl 1
LIII 34
PP 2-3
P 8
Total 18

La figura 29, presenta los valores promedio con su respectivo intervalo de confianza por
estadio, para la longitud de las larvas que se encontraban en el cultivo en condiciones
controladas, evidenciando un crecimiento en los estadios primero al tercero.

En cuanto al intervalo de confianza, el valor promedio para el primer estadio es de 3.513
(+1.40) mm mostrando un intervalo bastante mayor que el obtenido para el segundo instar
6.91 (£0.37) mm, esto puede explicarse, debido a que la eclosion de los huevos no se
presentd de forma simultanea, brindando ventaja a las primeras larvas en salir del cascaron,

lo que pudo resultar en las diferencias para este primer estadio, las cuales se igualan en el



siguiente instar, considerando que la duracién de este primero fue de tan solo dos dias
(Figura 29).

El mayor intervalo de confianza se present6 en el tercer estadio larval, tltima etapa de
alimentacion, en donde se puede dar que unos individuos se alimenten mas que otros,

presentando variacion en las medidas corporales (Schnack, 2005; Anderson, 2000).

Figura 29. Promedio de longitud por estado y estadio larval
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Los valores promedio para la variable ancho son mas constantes (Tabla 2) y se muestran
con un rango de datos menos amplio, para esta variable la menor medida fue de 0.29 mm
en las larvas de primer estadio, y las maximas alcanzadas de 0.73 mm,; para el segundo
estadio larval, 0.84 mm fue el menor valor y el maximo de 1.12 mm, en el tercer estadio las
larvas de menor tamaifio tuvieron medidas de ancho de 1.13 mm y medidas maximas de

2.55 mm (Figura 30).
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La media para los dos Gltimos estados, se observa mas cercana entre si, debido a que en
el estado de prepupa, la larva se esta preparando para pasar al estado de pupa en donde se
dara el paso el estado adulto, por lo que las ultimas prepupas presentan grosores muy
similares a los que presentan las pupas, por encontrarse en un momento en el que al no
ingerir alimento, digieren el que resta en sus intestinos, disminuyendo su tamafio corporal

(Gullan & Cranston, 2005; Anderson, 2000) (Figura 30).

Figura 30. Promedio de ancho por estado y estadio larval
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La Tabla 4 muestra el intervalo de confianza para la longitud y ancho promedio de los
estados y estadios de desarrollo por dia muestreado. El menor intervalo para la variable
longitud fue de (£0,12) mm y se encontré al segundo dia cuando los individuos se
encontraban en el primer estadio larval (LI). El mayor intervalo de confianza se presento al
quinto dia de muestreo para la variable longitud, con un valor de (*1,61) mm, en este

momento las larvas se encontraban en el tercer estadio (LIII). Para la variable ancho, el
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mayor intervalo se present6 el sexto dia (£0,32 mm), momento en el que las larvas se
encontraban en el tercer estadio larval, y un intervalo minimo de (+0,03 mm), para el

segundo dia de muestreo, momento en el cual las larvas se encuentran en el primer estadio.

Tabla 4. Intervalo de confianza para la longitud y ancho promedio de C. verena, en

condiciones en condiciones controladas de 22.7 (:0.35) °C y 37.5 (+3.16) % HR.

Dia l Estadio l Longitud (mm) l Ancho (mm)
2 LI 2.57 (£0.12) 0.32 (+0.03)
3 L1 4.46 (£0.26) 0.65 (£0.07)
4 LII 6.87 (+0.38) 0.90 (£0.08)
5 LI 8.80 (+1.61) 1.32 (£0.24)
6 LI 13.63 (+1.36) 1.91 (£0.32)
7 LI 16.11 (£1.00) 2.34 (£0.22)
9 PP 13.83 (£0.89) 2.27 (+0.14)
10 PP 12.52 (+0,72) 2.26 (+0,12)
11 P 8.08 (+£0.36) 2.03 (£0.19)

Acorde con los resultados obtenidos por Reiter (1984, como se cita en Smith, 1986), se
encontraron dos individuos de ancho similar pertenecientes a diferentes estadios de
desarrollo; al quinto dia de desarrollo una larva de segundo estadio, midi6 1.12 mm de
ancho y al sexto dia una larva de tercer estadio midié 1.13 mm. Esta similitud en el tamafio
se puede determinar como una etapa de transicion en la cual los individuos se encuentran,
cambiando del segundo al tercer estadio larval, mostrando las posibles medidas minimas y
maximas para cada instar (Tabla 4). Para poder conocer en que rangos de longitud y ancho,
ocurria la muda de un estadio larval al siguiente, el muestreo requeria que este se realizase
con mayor frecuencia (2 veces por dia) por lo menos en los primeros estadios, cuando las
larvas pasan del primero al tercero.

Dada la importancia de una correcta determinacion de la edad larval, es necesario realizar

de forma acertada la identificacion de la especie, utilizando variables morfologicas como la

disposicion de espinas, presencia o ausencia de esclérito oral, estado del peritrema (abierto
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o cerrado); para que una vez determinada la especie sea posible la escogencia de la curva de
crecimiento apropiada; es conveniente que no solo se use la longitud larval, sino que
también esta se soporte con variables como el grado de desarrollo.

La Figura 31, muestra la curva de crecimiento para la longitud larval en condiciones de
temperatura y humedad controladas (22.7 (£0.35) °C y 37.5 (#3.16) % HR), la cual
evidencia un comportamiento exponencial, que indica un rapido desarrollo por estadio
larval hasta el dia siete (LIII), a partir del cual se inicia un decrecimiento en la longitud
larval (PP), donde los tamafos de las larvas empiezan a disminuir; autores como Byrd y
Butler (1996) en su trabajo en Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae),
encontraron las mayores medidas corporales en el tercer estadio y disminucion de las
mismas a partir del estadio de prepupa, esto debido al cese de alimentacion por parte de los

individuos, lo que resulta en la disminucion del tamaiio corporal.
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Figura 31. Curva de crecimiento para la longitud en condiciones controladas a 22.7

(+0.35) °C y 37.5 (+3.16) % HR
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En los estadios L1 y LII, se evidencia un intervalo muy reducido (Figura 31),

posiblemente debido a la disponibilidad del recurso alimenticio, que podria evitar o

disminuir la competencia intraespecifica, mostrando un crecimiento con poca variacion

entre individuos (Schnack, 2005).

En el estado de pupa, los insectos completaron su desarrollo hasta el estado adulto,

permaneciendo constantes en su tamaiio, debido a esto una vez las larvas entraron en este

estado, el muestreo ceso, por lo que la grafica no presenté mas datos a partir del dia 11.

Para la determinacion del tiempo de muerte a partir de muestras en este estado, se utiliza la

duracion de la fase pupal y se cultivan los individuos hasta la emergencia de los adultos.

Conociendo la especie, y el tiempo de duracion de este estado en determinadas condiciones

ambientales, es posible realizar la aproximacion del tiempo de muerte.
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La Figura 32, muestra la curva de crecimiento para el ancho larval en condiciones de
temperatura y humedad controladas (22.7 (£0.35) °C y 37.5 (#3.16) % HR), la cual
evidencia un comportamiento exponencial, que indica un rapido desarrollo por estadio
larval hasta el dia siete, a partir del cual ocurre decrecimiento en el ancho larval, donde los
tamafios de las larvas empiezan a disminuir en promedio 0.5mm de grosor, hasta
estabilizarse al final de la prepupa y el estado pupal.

Figura 32. Curva de crecimiento para el ancho larval, en condiciones controladas a 22.7
(+0.35) °C y 37.5 (+3.16) % HR
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Los valores maximos alcanzados para las variables longitud y ancho (Figura 31 y 32) se
obtuvieron en el estadio larval III, debido a que esta es la tltima fase en la que las larvas se
alimentan y alcanzan su maximo desarrollo, ya que una vez finalizada esta etapa las larvas
entraran en prepupa, dejaran de alimentarse y empezaran la migracion hacia un lugar de

menor humedad para empupar. Asi mismo se evidencid que la temperatura de la masa
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larval fue mas elevada durante el tercer estadio (Figura 33), lo que concuerda con la teoria
de las masas larvales que indica que éstas temperaturas pueden llegar a influenciar el
crecimiento, favoreciendo el desarrollo larval (Castillo-Miralbés, 2001).

El cultivo obtenido bajo condiciones controladas, presenté curvas muy homogéneas entre
si, cuyas dispersiones bajas, evidencian desarrollos uniformes entre las larvas, mostrando
como las condiciones de temperatura y humedad mas bajas, influyen resultando un ciclo de
desarrollo de menor duracion, con individuos morfométricamente similares entre si. Figuras
31y32.

La Figura 33, muestra el comportamiento de la temperatura de la masa larval, que fue
alrededor de 5°C mayor que la temperatura ambiental, tendiendo a disminuir a medida que
el desarrollo de . verena avanza, viéndose incrementada desde el primer estadio hasta el
tercero. A partir del segundo estadio larval la temperatura de la masa empezé a elevarse
hasta iniciar el tercer estadio (dia 4 y 5), lo cual concuerda con lo reportado por Greenberg
(1991), donde encontré que la mayor temperatura de la masa también se alcanzaba entre el
segundo y tercer estadio larval. En prepupa esta empieza a disminuir, igualandose a la
temperatura ambiental cuando se acerca al estado de pupa, donde no existe ya masa larval
como tal. El comportamiento de la temperatura de la camara a lo largo del ciclo es

constante, sin embargo se observan pequeiias fluctuaciones de aproximadamente 1°C.



Figura 33. Temperatura ambiental vs Temperatura larval 22.7°C y 37.5%
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La temperatura de la masa larval, fue mayor que la temperatura de la camara (Figura 33),
posiblemente debido al movimiento y la gran actividad metabolica que las larvas presentan
(Higley & Haskell, 2001). Este aumento de la temperatura larval también se observo en
estudios realizados por Byrd & Castner (2001), donde ésta llegaba a incrementarse hasta
2°C por encima de la temperatura a la cual se mantenia el cultivo, llegando a influenciar la
duracion y el crecimiento larval.

En el estado de prepupa, la temperatura larval disminuy6 hasta alcanzar la temperatura
de la camara controlada (dia 9 y 10), debido a que la masa larval se disgrego, iniciando la
etapa de migracion, durante la cual los individuos buscaron un lugar de menor humedad

para empupar (Castillo-Miralbés, 2001; Greenberg, 1991).
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11.2.2 Curvas de crecimiento en condiciones ambientales 17.8(::1.61)°C y 52.8 ( 6.58) %

HR

El estado larval tuvo una duracion de 10 dias (desde LI hasta LIII). El primer estadio
larval (LI) duro tres dias, LII de tres a cuatro dias (debido a que el dia ocho no se muestreo,
por lo que no se conoce si los individuos se encontraban aun en LII o si ya habian pasado a
LII), LI de tres a cuatro dias, prepupa seis dias (Incluido el dia 15, en el que no se
tomaron muestras, debido a una baja cantidad de individuos, y por no evidenciar cambios
[lamativos, por encontrarse en prepupa), y finalmente entre 13 y 14 dias en el estado de
pupa, ya que el dia 17 del ciclo, los individuos se encontraban en una etapa de transicion en
donde aproximadamente la mitad de los mismos estaban en prepupa y la otra mitad en
pupa, por lo que se muestrearon ambos estados. La totalidad del ciclo se completo a los 31

dias, cuando se observo la emergencia de los individuos adultos (Tabla 5).

Tabla 5. Duracion de cada estado y estadio de C. verena en condiciones ambientales

17.8(:1.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR

Estadio | Duraciéon/Dias
H 1
LI 3
LII 3-4
LIII 34
PP 6
P 13-14
Total 31

La duracién del estado larval fue de 6 a 7 dias en el cultivo a condiciones controladas y
de 10 dias en el cultivo a condiciones ambientales, donde a una temperatura

aproximadamente 5°C menor, de un cultivo a otro, el desarrollo larval dur6 alrededorde 3 a
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4 dias mas; por lo que la relacion entre las variables temperatura y tasa de crecimiento, es
inversa (Grassberger & Reiter, 2002) Tabla 3 y 6.

La Tabla 6, muestra los intervalos para la longitud y ancho promedio de los estados y
estadios de desarrollo de (. verena por cada dia de muestreo. Los menores intervalos
fueron de (+0,12) mm para la longitud y de (+0,02) mm para el ancho, y se hallaron al
segundo y cuarto dia cuando los individuos se encontraban en el primer estadio larval (LI).
El mayor intervalo entre las medidas de longitud de las cinco larvas que se muestrearon a
diario, se obtuvo al sexto dia con un valor maximo de (+1,23) mm, momento en el cual las

larvas se encontraban en el segundo estadio larval (LII).

Tabla 6. Intervalo de confianza para la longitud y ancho promedio de C. verena, en

condiciones ambientales de 17.8(11.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR

Dia l Estaldiol Longitud (mm) I Ancho (mm)
2 LI 2,57 (£0.12) 0.32 (+0.03)
3 LI 3.68 (£0.15) 0.52 (£0.06)
4 LI 4.52 (20.14) 0.58 (+0.02)
5 LII 6.70 (£0.26) 0.84 (£0.14)
6 LIl 8.02 (£1.23) 1.13 (£0,06)
7 LIl 9.99 (+0.59) 1.50 (£0.09)
9 LI 13.83 (+£0.93) 2.30 (+0,12)
10 LIII 12.37 (£1,07) 2.33 (+0.22)
11 LIl 13.08 (£1.05) 2.29 (20.15)
12 PP 12.23 (£0.46) 2.14 (+£0.07)
13 PP 12,11 (+1.18) 2.35 (£0.21)
14 PP 10,77 (£0.45) 2.14 (20.20)
16 PP 10,07 (x0.47) 2.04 (£0,20)
17 PP 7.59 (+0.52) 1.73 (£0.25)
17 P 7.58 (+0.33) 1.80 (£0.17)
20 P 7.42 (0,32) 1.80 (£0.20)

La figura 34, presenta los valores promedio con su respectivo intervalo de confianza por
estadio, para la longitud de las larvas que se encontraban en el cultivo en condiciones

ambientales promedio de 17.8(£1.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR, de igual forma que para el
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cultivo a condiciones controladas. estas evidencian un crecimiento en los estadios primero
al tercero.

El estado de prepupa es la fase de preparacion para pasar al estado pupal, muestra valores
promedio menores a los obtenidos en las larvas del tercer estadio, ya que estas se
encuentran en una etapa en la que cesan su alimentacion, disminuyendo su tamafio, que es
lo que se espera observar en una curva de crecimiento en donde las etapas finales
evidencian tamafios menores (Anderson, 2000).

Acorde con lo obtenido a un rango de temperaturas entre 15 y 34°C por Grassberger y
Reiter (2001) para una especie de la familia Calliphoridae Lucilia sericata, los datos en la
fase de pupa se tornan constantes evidenciando medidas promedio de 7,58 (+0,33) mm y
7,42 (+0,32) mm para los dias (17 y 20 respectivamente) en que se muestrearon pupas
(Tabla 6), en donde las medidas permanecen homogéneas, la figura 34 muestra que el
menor intervalo se presenta en este estado.

Figura 34. Promedio de longitud por estado y estadio larval de C. verena
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Los valores promedio para la variable ancho son mas constantes y se muestran con un
rango de datos menos amplio, donde el menor intervalo fue de +0,02 mm (dia 4) en larvas
de primer estadio, hasta +0,25 mm (dia 17) como los maximos intervalos alcanzados en el
estado de prepupa, la Figura 35 muestra que ninguna de las medidas promedio se solapa,
permitiendo afirmar que cada estadio tiene valores promedio bien definidos, indicando que
las minimas medidas por ejemplo para el primer estadio serian aproximadamente de 0.6
mm, al observar que el intervalo superior se encuentra cercano a este valor; en el estado de
prepupa y pupa se presenta solapamiento, debido a que estas etapas ya noson de
crecimiento sino de disminucion en las medidas corporales, por lo que los intervalos se
presentan entre los mismos rangos de ancho (Figura 35).

Figura 35. Promedio de ancho por estado y estadio larval de C. verena
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La Figura 36, muestra la curva de crecimiento para la variable longitud larval en
condiciones ambientales de temperatura y humedad, donde se evidencia que las larvas

tienen un comportamiento exponencial hasta el tercer estadio, mostrando un rapido
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desarrollo hasta el dia nueve, a partir del cual se inici6 un decrecimiento en la longitud,
donde las larvas empezaron a disminuir su tamaiio, hasta que la longitud se estabiliz6 en un

valor aproximado de 7.5 mm.

Figura 36. Curva de crecimiento para la longitud en condiciones ambientales a

17.8(+1.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR
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En el trabajo realizado en Cochliomyia macellaria a varias temperaturas, Byrd & Butler
(1996) encontraron que las temperaturas constantes, reducen la variacion en las medidas
corporales de las larvas, a diferencia de lo reportado, aqui se encontré que las medidas
larvales provenientes de cultivos en condiciones controladas, presentaron una mayor
variacion en los estadios LII y LIII, que los provenientes de condiciones ambientales con

mayor fluctuacion de temperatura (Figuras 31 y 36).
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Usaquén y Camacho (2004) obtuvieron valores estables para el estado de pupa, en el
presente trabajo, los valores morfométricos del estado pupal se mantuvieron constantes
como lo observado en la Figura 35, evidenciando estabilidad en la longitud de las pupas,
con una medida aproximada de 7.5 mm, entre los dias 17 y 20; momento a partir del cual el
registro de las variables longitud y ancho terminé, al no evidenciarse mayor crecimiento
por parte de los individuos.

Los valores limites maximos y minimos para el intervalo con respecto a la media,
muestran que el cultivo a condiciones ambientales (Figura 36), presenta menor dispersion,
que en la curva a condiciones controladas (Figura 31), encontrandose muy cercanos a la
media, es posible que esta variacion se dé por competencia por el alimento entre los
individuos del cultivo (Schnak, 2005).

L.a curva de crecimiento para el ancho en condiciones ambientales (Figura 37), present6
un comportamiento exponencial hasta el dia nueve, a partir del cual se evidenciaron
mayores oscilaciones en los datos morfométricos de las larvas (ancho), cuyo crecimiento
vario entre individuos, presentando finalmente estabilidad en las medidas en el estado
pupal.

El estado de prepupa es una etapa en la que las larvas no se alimentan, disminuyendo su
tamano; la figura 37, presenta valores promedio menores en prepupa que en el tercer
estadio larval, en donde se ve una disminucion hasta el dia 13, en el cual las medidas
corporales aumentan de nuevo, esto se dio, debido a que el paso de un estado al siguiente
no se da de forma simultanea (Grassberger & reiter, 2002; Anderson, 2000) por lo que los
individuos colectados este dia, pueden haber correspondido a los ultimos individuos en

alcanzar esta etapa, momento en el cual no han iniciado el proceso de reduccion corporal.
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Iigura 37. Curva de crecimiento para el ancho larval de C. verena, en condiciones

ambientales a 17.8(+1.61)°C y 52.8 (+ 6.58) % HR
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Al comparar las variables longitud y ancho, para los dos cultivos (Figuras 31-37), se
observé mayor intervalo en los limites maximos y minimos para la media, del cultivo en
condiciones controladas, lo cual difiere de lo que se habria podido esperar de un cultivo a
condiciones mas estables, donde los individuos resultantes, podrian haber sido menos
heterogéneos entre si, conociendo que la variacion en las medidas corporales de las larvas
tiende a reducirse a condiciones constantes (Byrd & Butler, 1996).

Las menores desviaciones se encontraron al segundo dia de muestreo para ambos
cultivos, por lo que la grafica presenta los limites minimos muy cercanos a la curva
promedio, posiblemente debido a que variables como la competencia por el recurso

alimenticio, pueden no haber afectado las larvas por acabar de eclosionar (Schnak, 2005).
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La figura 38, muestra el comportamiento de la temperatura ambiental, en grados celsius,
asi como la temperatura de la masa larval, a lo largo del ciclo de crecimiento de la especie.
La temperatura ambiental promedio fue de 17.8°C y la temperatura de la masa larval
promedio de 19.5°C, viéndose un aumento a lo largo del ciclo de desarrollo de
aproximadamente 2°C hasta el dia 14 (Figura 38), a partir del cual la temperatura larval
disminuye hasta igualar la temperatura ambiental, al darse la migracion larval y el cese de
alimentacion.

Figura 38. Temperatura ambiental vs Temperatura larval 17.8(+1.61)°C y

52.8(+6.58) %HR
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Greenberg (1991) encontré que la temperatura larval se presentd por encima de la
temperatura de los cultivos con un incremento durante los estadios larvales II y I1I; de igual
forma, en el presente estudio se encontré que para el segundo y tercer estadio se evidencio

un aumento de temperatura, mayor del presentado en el primer estadio, posiblemente
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debido a una mayor actividad por parte de las masas larvales; de aqui en adelante las
temperaturas disminuyeron, cuando los individuos se encontraban en prepupa, ya que la
masa larval se disgrego, en bisqueda de un lugar menos himedo, para pasar al siguiente
estado, lo que también se debe a que las larvas ya no presentaban movimiento continuo y
permanente (Camacho, 2003; Greenberg, 1991) (Figura 33 y 38).

La curva de crecimiento para la variable longitud en condiciones ambientales (Figura
32), presentd mas fluctuaciones en las medidas, al iniciar el estadio larval I11, entre los dias
9y 11, mostrando una disminucion en los valores longitudinales, lo que puede deberse a la
temperatura fluctuante (Figura 38) registrada en los dias anteriores al estadio, conociendo
que las consecuencias de las condiciones que influyen, no se evidencian inmediatamente y
que los cultivos a temperaturas constantes tienden a tener menor variacién entre los
individuos (Byrd & Butler, 1996).

Autores como Greenberg (1991), aconsejan evitar curvas a temperaturas constantes,
conociendo que la naturaleza no se comporta de forma estable, y que los cadaveres no se
encuentran en condiciones constantes, se torna cuestionable la utilizacion de una curva con .
esas caracteristicas, por lo que la aplicacion de estas se torna util solo en lugares cerrados
en donde las condiciones presentan menor fluctuacion y la humedad suele no ser tan
elevada (Byrd & Castner, 2001). Smith (1986) afirma que la temperatura y la humedad
afectan el desarrollo de los dipteros, sin embargo los efectos directos de la humedad no se
conocen de forma tan acertada.

11.2.3 Curvas de crecimiento v desarrollo de C. verena en condiciones controladas y

ambientales
El ciclo de vida para C. verena, tuvo una duracion desde la eclosion del huevo hasta la

emergencia de los adultos de 18 dias en condiciones de temperatura y humedad controladas
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de 22.7 (£0.35) °C y 37.5 (£3.16) % HR; a diferencia del ciclo de vida en condiciones
ambientales, el cual tuvo una duracién de 31 dias hasta la emergencia de los adultos bajo
condiciones promedio de temperatura y humedad ambientales de 17.8(x1.61)°C y
52.8(+6.58)%HR (Figura 39).

En cuanto a la duracion del estado larval, los cultivos tardaron 6 a 7 (condiciones
controladas) y 10 dias (condiciones ambientales) (Tablas 3 y 6); donde el primer estadio
larval dur6 2 y 3 dias en condiciones controladas y ambientales respectivamente (Figura
39), a partir de aqui, estos empezaron a tener diferente duracion, posiblemente debido a los
efectos de la temperatura, al prolongar el ciclo de desarrollo de los individuos en
condiciones de temperaturas no tan elevadas (Grassberger & Reiter, 2002; Byrd & Castner,
2001; Byrd & Butler, 1996).

El segundo estadio larval tuvo una duracion de 1 dia en el cultivo que se encontraba en la
camara, y de 3 a 4 dias en condiciones ambientales, el tercer estadio duro entre 3 y 4 dias
en los dos cultivos, a partir del cual empezo a notarse una diferencia mayor entre los
estados de prepupa con una duracion de dos a 3 y 6 dias (condiciones controladas y
ambientales respectivamente) y finalmente el estado de pupa que duro 8 dias y de 13 a 14
dias en condiciones ambientales.

En la Figura 39, se puede observar que el estado de mayor duracion es el estado de pupa,
momento en que se da la reorganizacion celular del individuo; donde la diferencia entre la
duracion del ciclo de vida entre las condiciones controladas y ambiéntales es de 12 dias
aproximadamente, obteniendo primero la emergencia de los adultos que se encontraban en

condiciones constantes de temperatura y humedad de 22.7 (+0.35) °C y 37.5 (£3.16) % HR.
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Figura 39. Tiempo de desarrollo, a condiciones ambientales (17.8(+1.61)°C y 52.8 (+

6.58) % HR) y controladas (22.7 (+0.35) °C y37.5 (£3.16) % HR)
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En cuanto al tiempo de desarrollo total de C. verena, las condiciones de temperatura y
humedad controladas (22.7 (+0.35) °C y 37.5 (¢£3.16) % HR), produjeron una duracién de
18 dias, tiempo bastante reducido al observar los efectos de las condiciones ambientales de
temperatura y humedad, los cuales produjeron una duracion de 31 dias (Figura 39). Estos
crecimientos mas rapidos pueden significar condiciones mas favorables, al mostrar
periodos larvales y pupales mas cortos (Figura 31 y 36), encontrando asi que las mejores
condiciones para el desarrollo de C. verena fueron las controladas donde la temperatura
mayor redujo el tiempo de desarrollo, siendo este inverso a la temperatura (Grassberger &

Reiter, 2002; Byrd & Butler, 1996).
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11.2.4 Uso de las curvas de crecimiento para la determinacion del intervalo postmortem

Si llegase un cadaver con larvas de dipteros, lo primero que se debe realizar al trabajar
con las muestras es la separacion de los individuos segun estado, estadio y especie;
suponiendo que se colectaran larvas de segundo y tercer estadio de la especie C. verena, (lo
cual se ha confirmado con las figuras que describen la morfologia para las larvas de la
especie); y conociendo que por ejemplo el cuerpo se encontraba en un lugar cerrado bajo
condiciones promedio de temperatura aproximadas a 22°C, se puede emplear la curva que
se encuentra a condiciones controladas, ya que estas condiciones son similares a las que se
presentan en lugares cerrados, los cuales presentan menores fluctuaciones ambientales

(Figura 40).

Figura 40. Uso de la curva para la variable longitud a condiciones controladas 22.7

(+0.35) °C y 37.5 (+3.16) % HR)

Curva de crecimiento C. verena

E 10
E
- 9
2 8
o
s 7
- |
6
5 i
4 X
3
2
1 e
e e . S
u Ll L i Ll un PP PP P
2 3 4 5 6 7 9 10 11

Dia / Estado / Estadio

77



Una vez encontrada la curva de la especie que mejor se ajusta a las condiciones de
temperatura, se toman las medidas cuantitativas, de las larvas del estadio mas avanzado, al
saber que fueron las primeras en eclosionar, y por lo tanto las primeras en descubrir el
cadaver; suponiendo que las medidas para la longitud larval sean 11.5 mm de longitud y al
extrapolar este tamano en la figura 40, esta indicaria un tiempo de desarrollo de 6 dias
aproximadamente, al cual se le debe sumar 1 o 2 dias que tarda la incubacion del huevo;
este tiempo equivaldria al intervalo de muerte, por lo que este tendria un tiempo

aproximado de 7 a 8 dias como minimo.
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12. Conclusiones

El tiempo de desarrollo de . verena desde el estado de huevo y hasta la emergencia de
los insectos adultos en condiciones controladas de (22.7°C y 37.5% HR) tuvo una duracién

aproximada de 18 dias.

El tiempo de desarrollo de C. verena en condiciones ambientales de (17.8°C y 52.8%
HR) tuvo una duracion aproximada de 31 dias desde el estado de huevo y hasta la

emergencia de los adultos.

La relacion entre la temperatura y la duracion del desarrollo larval son inversas, es decir,

a mayor temperatura menor tiempo de desarrollo.

La correcta identificacion taxonomica hasta el nivel de especie durante el estado larval,
solo es posible empleando larvas de tercer estadio, debido a que los caracteres morfologicos

estan bien desarrollados y son constantes. Asi mismo, es necesario combinar caracteres

morfologicos en los estados inmaduros y adulto.

Se confirma le presencia de (. verena en la localidad de La Candelaria como

colonizadora de cadaveres humanos.

Las curvas de crecimiento en condiciones ambientales y controladas, para C. verena, son
extrapolables en situaciones en las que se encuentren cadaveres, bajo condiciones de

temperatura y humedad similares a las utilizadas en los cultivos del presente estudio.
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Se corrobora que la masa larval incrementa su temperatura por encima de la temperatura

a la cual se encuentra el cultivo (ambiente o controlado).

LLa determinacion del tiempo aproximado de muerte requiere de un trabajo
interdisciplinario con otras areas del ambito forense, ya que la entomologia forense es una

herramienta que da apoyo a otras disciplinas.

Para la correcta estimacion del tiempo de muerte es necesario usar variables

morfométricas larvales (curvas de crecimiento), asi como establecer el grado de desarrollo

del insecto (estadios larvales).
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13. Recomendaciones

Debido a que el paso entre estadios se da de forma rapida se sugiere, para futuros proyectos
realizar los muestreos mas seguidos, por lo menos hasta que las larvas se encuentren en el
tercer instar, de forma que se puedan registrar las medidas mas aproximadas, al momento

de la ecdisis larval.

Es importante conocer los efectos de las fluctuaciones de temperatura tanto diurna como
nocturna, sabiendo que el desarrollo de los insectos va ligado a las condiciones en las

cuales se encuentran.

En vista de la poca informacion alrededor de los efectos directos de la humedad en el

desarrollo larval, se recomiendan trabajos que evalien el desarrollo a diferentes humedades

relativas.
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