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RESUMEN

Los dipteros son insectos megadiversos y algunas de sus especies son cosmopolitas.
Poseen varias familias cuyas especies son de interés forense debido a sus hébitos
necrofagos, por ello pueden actuar como indicadores para la determinacion del intervalo
postmortem a partir del estudio de su ciclo de bioldgico. En Venezuela se han realizado
pocos trabajos en este campo, con el fin de conocer la diversidad de insectos asociados a
cadaveres, usando distintos biomodelos. El presente trabajo consistio en identificar,
determinar la dindmica de colonizacion y caracterizar hidrocarburos cuticulares de dipteros
de interés forense, en cadaveres de cerdos Sus scrofa Linnaeus, en un area rural del
municipio Toméas Lander, Ocumare del Tuy, estado Miranda. Se observo un patron de
sucesion en las espcies de dipteros asociados a los cadaveres en el que la especie
Chrysomya albiceps de la Familia Calliphoridae resulté ser la mas abundante durante los 15
dias de estudio. Igualmente se registro el patron de aparicion de la especie Cyrtoneurina sp
de la Familia Muscidae, pudiendo ser tomadas en cuenta como indicadores en estudios de
entomologia forense. EI Orden Coleoptera se hizo presente durante los estados avanzados
de la descomposicidn, en el que resaltaron por su abundancia las especies Necrobia rufipes
(Cleridae), Dermestes maculatus (Dermestidae) y Anotylus sp (Staphylinidae). Se
utilizaronespecies adultas de dipteros de las Familias Muscidae, Calliphoridae vy
Sarcophagidae, tanto machos como hembras, para caracterizar los hidrocarburos cuticulares
mediante la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas. Se
encontraron diferencias entre hidrocarburos de cadena lineal y metil ramificados presentes
en las especies analizadas, tanto en composicion como en cantidades relativas. Los alcanos
lineales como C,7 y Cyg fueron comunes para ambos Sexos.

Palabras claves: diptera, entomologia forense, sucesion heterotréfica, hidrocarburos

cuticulares.
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INTRODUCCION

Los insectos pertenecen al grupo de animales con mayor diversidad de especies del
mundo. Se estima que alrededor de un tercio de las especies de organismos vivientes
corresponde a los insectos. Su gran diversidad puede deberse a que fueron uno de los
primeros grupos de animales que conquistaron la tierra (Jaffé 1993). Se diversificaron
aprovechando de multiples maneras el medio circundante y permitiéndoles adaptarse a
diversos ambientes. Dentro de esa gran diversidad de insectos encontramos cuatro 6rdenes
que son considerados como megadiversos: Coleoptera, Lepidoptera, Diptera e

Hymenoptera.

1.1 ORDEN DIPTERA.

El orden Diptera (Insecta), esta conformado por mosquitos y moscas, con cerca de
150.000 especies descritas en 158 familias. Este orden esta dividido en dos sub-6rdenes:
Nematocera y Brachyptera (Thompson 2006; Scudder y Cannings 2006). EI mas numeroso
de los linajes del orden Diptera esta conformado por los pertenecientes a la Division
Calyptratae, ya que incluye familias de gran diversidad (Thompson 2006). Los dipteros
tienen solamente un par de alas (anterior) en el mesotorax y de estecaracter diagnosticodel
orden deriva su nombre de las raices griegas: di= dos y ptera= ala “Dos alas”. Ademas, en
el metatérax poseen unos pequefios halterios o balancines que los ayudan a estabilizar el
vuelo, sin embargo algunas especies parasitas carecen de estas.

En cuanto a su morfologia, las alas son membranosas, funcionales y su patrén de
venas es critico en la clasificacion e identificacion de las distintas familias. Presentan
tamarios que oscilan entre 0,5 a 60 mm de largo, muy variables en formay en color. Tienen
0jos compuestosque generalmente ocupan la mayor parte de la cabeza, que pueden unirse
en la parte superior de la cabeza o pueden estar bien separados.a menudo, en una misma
especie, los machos muestran la condicion anterior, pero las hembras este ultimo. Casi

siempre tienentres ocelos, pero éstos se reducen o se pierden en muchos grupos, como las
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familias acuaticas del suborden Nematocera. Las antenas son extremadamente variables en
forma y pueden presentar de tres a cuarenta segmentos. Las piezas bucales son modificadas
y combinadas en una trompa de succion, la cual es muy variable en su estructura
(Thompson 2006).

Las patas son normalmente bastante simples y se utilizan principalmente para
posarse; en algunos grupos se modifican para la captura de presas o para la sefializacion
durante el cortejo. Los tarsos son casi siempre de 5 segmentos (Bellés 2009).

Las moscas adultas se alimentan de una amplia variedad de sustancias,generalemnte
materiales liquidos como: agua, materia organica en descomposicion, secreciones animales
y vegetales, tales como la de insectos y el néctar de las flores, fluidos de los tejidos de los
animales, incluida la sangre de los vertebrados; solidos solubles licuados por la
saliva(Scudder y Cannings 2006).

Los dipteros son insectos holometabolos, eclosionan en forma de larva con una
morfologia bastante diferente a la del adulto, crecen progresivamente a través de mudas
hasta llegar a la Ultima fase larvaria, tras la cual sigue la fase pupal, a menudo quiescente y
parecida al adulto, y finalmente la fase adulta, con alas voladoras y genitalia
completamente formada (Bellés 2009).

El asombroso éxito de las moscas se debe a su gran versatilidad en la colonizacion y
explotacion de los habitats acuaticos y terrestres (himedos y secos), y a su capacidad de
utilizar cada posible tipo de recurso alimenticio (Scudder y Cannings 2006).

Su importancia en salud publica radica en que pueden ser potenciales vectores y
productores de enfermedades para los humanos yanimales....Son importantes por su
interaccidén con humanos y animales, o indirectamente debido a sus afinidades con las fases
de descomposicion de materiales organicos, de ese modo (Carvalho y Mello-Patiu 2008).
Cumplen con una parte importante del ciclo de descomposicién y constituyen la primera
oleada de necrofagos que aparece inmediatamente después del deceso de un cuerpo. Estos
ultimos estan representados principalmente por los dipteros pertenecientes a las familias
Calliphoridae y Sarcophagidae (Magafia 2001).

Existen referencias de la llegada temprana de los dipteros al cuerpo una vez
acaecida la muerte y también sobre la presencia de puestas en cuerpos aun con vida, bien
por la existencia de heridas abiertas o por procesos inflamatorios purulentos (Nuorteva
1977).
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1.2 ENTOMOLOGIA FORENSE

En los Gltimos afios hemos visto como la violencia ha alcanzado valores muy altos,
en los que la mayoria de los criminales intentan evadir las leyes tratando de ocultar las
pruebas de tales crimenes. En los casos en los que los estudios forenses clasicos no son
utiles, es posible sumar a las investigaciones el uso de otras ciencias asociadas, como la
biologia, 0 mas especificamente la entomologia, estudiando la comunidad de insectos
distribuidos en cuerpos con distintos estados de descomposicion.

Los artropodos representan una enorme diversidad bioldgica y adaptativa y se
encuentran presentes en todos los ambientes del planeta. Por ello se relacionan e interactdan
con los humanos en distintos &mbitos de interés aplicado (Arnaldos y col. 2006).

El aspecto central del uso de artropodos como indicadores en el &ambito forense, con
respecto a la data de la muerte, estado del cadaver, posible traslado, entre otros; radica en el
reconocimiento adecuado de las especies implicadas y en la recolecta, conservacion y envio
de muestras para sus posteriores analisis (Haskell y col. 2001).

La entomologia forense es un area de la biologia que se encarga del estudio de los
insectos asociados a cadaveres, con alta aplicabilidad en procesos de indole judicial, con los
cuales se intenta determinar la posible causa de muerte, establecer si el cadaver fue
trasladado de una localidad a otra, o bien realizar estudios entomotoxicoldgicos con los que
se puedan determinar posibles casos de envenenamiento. Estos estudios se realizan con los
insectos necréfagos asociados a un cadaver y sus alrededores, a los fines de determinar el
Intervalo Postmortem (IPM). Al establecer este intervalo, el entomologo forense intentara
establecer la edad de las larvas mas antiguas de las especies colonizadoras (Amendt y col.
2004, Arnaldos y col. 2006). Esta disciplina cientifica interpreta informacion relacionada
con la muerte, utilizando para ello la fauna de insectos asociada a los cadaveres (Benecke
2001, Wolff y col. 2001). Esta fauna incluye a distintos artropodos, entre los que se
destacan, por su importancia, a los insectos. Los ciclos bioldgicos de las distintas especies
pueden permitir establecer la fecha de la muerte a través del calculo del Intervalo Post
Mortem (IPM). El IPM se estima segun: a) las especies de artropodos presentes y b) su
etapa de desarrollo (Oliva 1997).

El uso de la entomofauna cadavérica para estimar el IPM requiere de un

conocimiento de las especies involucradas en el proceso de descomposicion, su ciclo de
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vida, su relacion con los distintos estados de la descomposicion y con el habitat en el cual
son registrados, por lo que es necesario contar con informacion bésica acerca de la
entomofauna presente en diferentes lugares geograficos (Goff 1993a).

Los artropodos representan una enorme diversidad bioldgica y adaptativa y se
encuentran presentes en todos los ambientes del planeta. Por ello se relacionan e interactdan
con los humanos en distintos ambitos de interés aplicado (Arnaldos y col. 2006).

El aspecto central del uso de artropodos como indicadores en el &mbito forense, con
respecto a la data de la muerte, estado del cadaver, posible traslado, entre otros; radica en el
reconocimiento adecuado de las especies implicadas y en la recolecta, conservacion y envio
de muestras para sus posteriores anlisis (Haskell y col. 2001).

Para mejorar los analisis, se deben realizar un conjunto de estudios que ayuden en
la ampliacion de esta area de las ciencias bioldgicas. Sin embargo, el uso de cadaveres
humanos no es permitido por razones éticas y morales, por tal motivo se hace inevitable el
uso de otros modelos bioldgicos que se puedan extrapolar a los sistemas humanos, como
son los animales, entre los que se destacan los cerdos. De esta manera es posible determinar
la composicion de insectos asociados al cadaver y realizar estudios ecoldgicos (Smith
1986). Un ejemplo es el empleo de cerdos como modelo bioldgico en estudios de
entomologia forense. Este modelo requiere el sacrificio de los cerdos, el cual debe
realizarse a través de un procedimiento de eutanasia humanitaria. Los puntos clave para
determinar si el método de la eutanasia es humanitario son: un minimo de dolor y
sufrimiento del cerdo durante su administracién, una pérdida rapida de la conciencia y una
muerte rapida; este procedimiento debe repetir los mismos resultados toda vez que sea
vuelto a utilizar (Pork-Checkoff 2009).

Otro procedimiento para sacrificar a los cerdos es el traumatismo contundente, que
consiste en un golpe rapido y firme en la parte superior de la cabeza, precisamente sobre el
cerebro. Es esencial que el golpe que se dé sea preciso y con determinacion para asegurar la
eutanasia y no una conmocion. La pérdida de la conciencia es rapida cuando el golpe se
efectla adecuadamente. Por lo regular, el cerdo mostrara movimientos tonicos y clonicos.
En la actividad tonica, el cuerpo se tensa extremadamente, seguido de una relajacion
gradual. Normalmente, este periodo es seguido por un movimiento de pataleo y pedaleo
durante unos minutos (Pork-Checkoff 2009).
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1.2.1 Especies de interés forense

Desde que Bergeret realiz6 en 1855, la primera determinacion del momento de la
muerte de un individuo basédndose en el desarrollo de larvas y pupas (Goff, 1993;
Ménendes, 1996), el andlisis de la entomofauna como evidencia criminal ha adquirido cada
vez mayor reconocimiento (Haskell y col. 2001). Asi, los insectos son los primeros
organismos en llegar a un cuerpo en descomposicion (Catts y Goff, 1992). Segun Carvalho
y col. (2004), esto ocurre en determinada secuencia, produciéndose una sucesion de
especies. Siguiendo este patron predecible, el cual varia con el lugar y la época del afio, y
teniendo en cuenta el tiempo de desarrollo y los estadios larvales de los insectos, se puede
determinar con bastante precision el IPM y la posible causa de muerte (Turchetto y col.,
2001). Donde el entomdlogo forense es aquel que entiende estos patrones y puede proveer
tanto al médico forense, como a las entidades judiciales informacién sumamente atil para
dilucidar posibles casos criminales.

La Tabla 1 muestra los principales grupos de insectos que se encuentran
involucrados de manera directa o indirecta con el proceso de descomposicion de un
cadaver. Se indica para cada grupo su actividad sobre el mismo (Gunn 2006) y la categoria

a la que pertenece.

Tabla.l. Insectos comunmente asociados al proceso de descomposicién de cadaveres.

Categoria(*) Asociacion
Orden/Familia

Diptera
Depositan huevos en el cadaver durante
) i las primeras etapas de descomposicién
Especies necrofagas, . .
L ) i Se alimentan de cadaveres en todas las
Calliphoridae (adultos) coprofagas y saprofagas

etapas de la descomposicion. Son
también coprofagas, saprofagas y

nectivoros

) ) Se alimentan de cadaveres durante las
. . Especies necrofagas y . o
Calliphoridae (larvas) i primeras etapas de descomposicion.
carnivoras y/o depredadoras o
Productores de miasis.
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Sarcophagidae (adultos)

Especies necréfagas

coprdfagas y saprofagas

Depositan larvas en Instar 1 en el
cadaver durante las primeras etapas de
descomposicién

Se alimentan de cadaveres en todas las

etapas de descomposicion.

Sarcophagidae (larvas)

Especiesnecrofagas

Se alimentan de cadaveres durante las

primeras etapas de descomposicion.

Muscidae (adultos)

Especiesnecrofagas,

coprdéfagas y saprofagas

Depositan huevos en la ropa sucia y las
heces, también en el cadaver, pero en la
segunda etapa. Se alimentan de
cadaveres en todas las etapas de la

descomposicion.

Muscidae (larvas)

Especiesnecrofagas y

saprofagas

Se alimentan de las heces y regiones
sucias, también se encuentra en etapas
posteriores de putrefaccion cuando el
cadaver aun esta hiumedo, y cuando la
abundancia de larvas de mosca azul

(Calliphoridae) est& disminuyendo.

Phoridae (larvas)

Especies necréfagas y

saprofagas

Se alimentan de cadéveres durante las
etapas posteriores de descomposicion.

Puede colonizar cadaveres enterrados.

Stratiomyidae (larvas)

Especie necrdfaga, parasita 'y
depredadoras de los

necrofagos

Se alimentan de cad&veres una vez que

el cuerpo se ha secado.

Piophilidae (larvas)

Especie necréfaga

Se alimentan de cadaveres durante las

etapas posteriores de descomposicion.

Eristalissp (larvas de

Syrphidae)

Especie necréfaga

Se alimentan de las regiones sucias y

licuadas.

Nematocera (larvas)

Especie necrdfaga

Se alimentan de cadaveres durante los
meses mas frios, cuando las moscas
azules (Calliphoridae) estan inactivas o

su nimero es bajo.

Fanniidae (Larvas)

Especies saprofagas

Se les encuentra en toda clase de
materia organica en descomposicion,

especialmente materia vegetal, pero
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también en carrofia y excrementos.

Fanniidae (Adultos)

Especies saprofagas

Se alimentan de la materia de cadaveres

en descomposicion.

Coleoptera

Carabidae

Especies paréasitas y
depredadoras de los

necréfagos

Depredadores como adultos y larvas. Se

alimentan de otros insectos del cadaver.

Staphylinidae

Especies paréasitas y
depredadoras de los

necrofagos

Depredadores como adultos y larvas. Se

alimentan de otros insectos del cadaver.

Especies paréasita y

Depredadores como adultos y larvas. Se

alimentan de otros insectos del cadaver.

Histeridae depredadora de los i ]
i Llega unos dias después de los
necrofagos
moscardones.
Depredadores como adultos y larvas. Se
alimentan de otros insectos y del
Silphidae Especie necréfaga cadaver.

Adultos llegan durante las primeras

etapas de descomposicion.

Dermestidae

Especie necréfaga

Detritivoros como adultos y larvas. Se
alimentan de restos de tejidos en los
huesos del cadaver, una vez que se

hasecado.

Las especies de esta familia tanto larvas

como adultos generalmente se
Trogidae Especies necréfagas encuentran asociadas al Ultimo estado
de la descomposicién de cadaveres,
alimentandose de los restos secos.
Hymenoptera

Véspidos (avispas)

Especies omnivoras y

fuertemente carnivora

Los adultos seran depredadores de otros

insectos. Removeran carne del cadaver.

Avispas parasitoides

Especies omnivoras

Los adultos ponen huevos en las larvas

0 pupas de dipteros.

Hormigas

Especies omnivoras

Algunas especies depredadoras de otros

insectos. Remueven carne del cadaver.
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Lepidoptera

Polillas (Pyralidae)

Especies accesorias 0

accidentales

Las larvas se alimentan del cadaver, una

vez que se ha secado.

Polillas (Tineidae)

Especies accesorias 0

accidentales

Las larvas se alimentan del cadaver, una

vez que se ha secado.

Blattodea
) . Las ninfas y los adultos se alimentan de
Especies accesorias 0 ]
Cucarachas ] cadaver en todas las etapas de
accidentales L
descomposicion.
Anoplura

Piojos de cabeza y cuerpo

Especies accesorias 0

accidentales

Parasitos que dejan el cadaver cuando

este se empieza a enfriar.

Collembola

Colémbolos

Especies accesorias 0

accidentales

Detritivoros generales encontrados
debajo de los cuerpos dejados en el
suelo, sobre todo en etapas posteriores

de descomposicién.

Diplura

Especies accesorias 0

accidentales

Detritivoros generales encontrados
debajo de los cuerpos dejados en el
suelo, sobre todo en etapas posteriores

de descomposicién.

Dermaptera

Especies accesorias 0

accidentales

Detritivoros generales se alimentan de
materia  vegetal o animal en

descomposicion.

(*) Columna anexada a la tabla original.

1.2.2 Principales familias de dipteros de interés forense

Los dipteros necrofagos son organismos fundamentales en los procesos de

descomposicion cadavérica, con un potencial aplicable a la investigacion forense. Por su

capacidad de detectar un cadaver a gran distancia tras el deceso, son pioneros en su

colonizacion (Pellitero y Salofia-Bordas, 2007). Se encuentra una diversidad de especies
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asociadas a los cuerpos en descomposicion, y se reconocen tres familias de mayor interés

forense.

La familia Calliphoridae pertenece a la
superfamilia Oestroidea. En la region Neotropical
esta familia estd conformada por cinco subfamilias
(Mesembrinellinae, Calliphorinae, Chrysomyinae,
Toxotarsinae y Rhiniinae) y representada por 126
especies (Amorim et al. 2002; James (1970); Peris
(1992) y Mello (2003)).

Estos dipteros tienen una amplia
Figura 1. Lucilia cluvia. (Gayle and Jeanell

Strickland. 2007) distribucién, desde el extremo norte continental,

hasta las Islas subantéarticas; la mayor diversidad
corresponde a la regién afrotropical, siendo América del Sur la que posee menor diversidad
especifica (Mariluis y Mulieri, 2005). Un representante de esta familia es el caso de la
especie Lucilia cluvia (Figura 1). El ciclo de vida de esta familia comprende los estados de
huevo, larva I, larva Il, larva 1ll, pupa y adulto, tal como lo describe Mariluis (1982).
Previo a la fase de pupa, la larva Il entra en un periodo post alimentario, en el cual
abandona el cuerpo y se aleja para buscar un terreno idéneo para proceder a pupar.
Segun Trigo (2006), las larvas de esta familia son vermiformes, sin cabeza visible,
con el extremo anterior subcénico; el extremo posterior es truncado y forma un disco méas o
menos concavo rodeado por seis pares de tubérculos conicos, y en el cual se abren los
espiraculos posteriores. Morfol6gicamente los adultos de la familia Calliphoridae se
caracterizan por ser moscas robustas de colores azules o verdes con brillo metalico, aunque
algunas especies pueden ser opacas; todas poseen una hilera de setas en el margen posterior
del merdn y dos setas en la notopleura, los machos son holopticos (aquellos que presentan
los ojos unidos sobre la cabeza, por al menos un punto) o subholdpticos (aquellos con
presencia de una frente mas estrecha que las hembras) (Amat y col. 2008).
Los califéridos son moscas de habitos principalmente descomponedores,
sarcosaprofagos y coprofagos. Son, por sus habitos necréfagos, muy atiles en el area
forense, por ser parte de los insectos que estan asociados a los cadaveres, pudiendo ser

tomados en cuenta para el esclarecimiento de diversos casos en dicha area.
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Por su parte, la Familia
Sarcophagidae forma parte también de la
superfamilia Oestroidea. Esta familia puede
dividirse en tres subfamilias: Miltogramminae,
Paramacronychiinae y Sarcophaginae; las
cuales contienen mas de 2500 especies,

ampliamente distribuidas en el trépico y en las

regiones calidas (Pape 1996; Mello-Patiu y
Pape 2000; Byrd y Castner 2001).
Los sarcofagidos, se caracteriza por

Figura 2. Peckia (Pattonella) intermutans.
(Scratchpad Team. 2014.)

presentar morfoldgicamente cuerpos robustos

(Figura 2), con el mesotérax marcado con tres bandas conspicuas o vittae mas oscuras que
su cuerpo, que generalmente son de color gris y con el extremo del abdomen de los machos
color rojo o naranja, segun Flores y col. (1996) y Scudder y Cannings (2006). Constan de la
presencia de dos a cuatro setas notopleurales, la coxa posterior con setas sobre la superficie
posterior y arista comdnmente plumosa. Las hembras son viviparas u ovoviviparas,
depositando larvas vivas de primer instar (Shewell 1987). En un importante nimero de
especies las larvas son carrofieras, alimentdndose de materia organica en descomposicion,
lo cual las ubica dentro de los insectos de importancia forense como uno de los primeros
organismos que colonizan cadaveres (Smith 1986). Los dipteros de la familia
Sarcophagidae son elementos muy importantes del componente necréfago, debido a que
ciertas especies de esta familia aparecen frecuentemente en cadaveres humanos (Goff 1991,
Anderson 1995, Oliva 1997).

Dentro del grupo de los dipteros caliptrados, Muscidae
es una de las familias mas diversas. Contiene
aproximadamente 4500 especies conocidas y su
distribucion abarca desde ambientes tropicales hasta las
zonas frias, pasando por aéreas costeras y hasta los
5000 metros de altura (Skidmore 1985). Esta familia se

encuentra dividida en ocho subfamilias:

Achanthipterinae, Atherigoninae, Muscinae, Azeliinae,

Figura 3. Hydrotaea cyrtoneurina. Phaoniiae, Mydaeinae, Coenosiinae y Cyrtoneurininae
(Storey, M. 2011.)
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(Carvalho 2002, Nihei y Dominguez 2008). La Figura 3 representa una especie de esta
familia cuyas caracteristicas morfologicas son tipicas de los adultos de Muscidae. Los
mauscidos adultos son de 4 -12mm de largo, con alas que sobrepasan el abdomen. El color
del tegumento varia de marrdn, gris a negro, con frecuencia con estrias longitudinales
oscuras en el torax, llamadas vittae. La cabeza tiene tres ocelos y un par de ojos
compuestos prominentes, que en los machos son holdpticos y en las hembras dicopticos
(los 0jos no se tocan en ningun punto por encima de la cabeza, estan separadas por una
frente). (Pesante 2007).

Todas las especies de mauscidos en norteamérica son oviparas (las hembras
depositan huevos fertilizados en el medio ambiente) y de estos emergen las larvas, pero
también hay especies que son larviparas en el viejo Mundo. (Pesante 2007).

Los habitos alimenticios de las especies de esta familia son extremadamente
variados. La mayoria de sus larvas son carrofieras y tienen un profundo impacto en todos
los ecosistemas ya que contribuyen con la descomposicion de la materia organica
(Skevington y Dang 2002). Los adultos pueden ser depredadores de otros insectos,
hematofagos, polinizadores, saprofagos o coprofagos (Carvalho y col., 2005). Varias
especies necrofagas (Ophyra spp., Synthesiomyia nudiseta (Wulp), M. stabulans), poseen
importancia para la entomologia forense, al intervenir a los procesos de la descomposicion
de cadaveres (Oliva 2001, Aballay y col., 2008)

Los trabajos sobre fauna cadavérica alrededor del mundo reportan especies de
insectos, que en algunos casos, dependen de la zona biogeogréafica estudiada, pero en otros,
se trata de especies que tienen una amplia distribucién y que se pueden encontrar en la
mayoria de los continentes. Byrd y Castner (2001) mencionan algunas de las especies mas
comunes en casos forenses en Norteamérica, como los dipteros Phaenicia (=Lucilia)
sericata, Lucilia illustris, L. cuprina, Phormia regina, Calliphora vicina, C. vomitoria,
Chrysomya megacephala, C. rufifacies, Cochliomyia macellaria, Fannia canicularis,
Sarcophaga haemorrhoidalis, Piophila casei, Hermetia illucens, Megaselia scalaris, entre
otros. En cuanto a los coledpteros, los mas comunes son Nicrophorus sp., Tanatophilus sp.,
Dermestes ater, D. caninus, D. maculatus, Creophilus maxilosus, Platydracus sp, Hister
spp, Saprinus sp, Necrobia rufipes, N. violacea, Trox sp, Omosita sp., etc.

En Venezuela se han realizado estudios de la entomofauna asociado a cadaveres
(Mavérez-Cardozo y col., 2005; Magafa y col., 2006; Liria 2006, Nufiez y Liria 2014), en
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donde se reportan algunas especies de coledpteros y dipteros mencionadas con anterioridad,
asi como algunas especies diferentes como Phaenicia (=Lucilia) cluvia, Cochliomyia
megacephala y Ravininae sp, del orden Diptera y Dermestes frishii, Anthrenus verbasci y

Omorgus suberosus representantes del orden Coleoptera.

1.3 SUCESION DE INSECTOS EN CADAVERES

La fauna de invertebrados que colonizan los cuerpos en descomposicion consiste
principalmente en moscas y escarabajos necr6fagos y su forma mas simple de aplicacion
forense es el estudio de la secuencia en que aparecen los insectos en el cadaver (sucesion).
Sin embargo, es importante recordar que no todos los insectos se alimentan de tejidos en
descomposicion. Solo pocas especies participan activamente en las etapas de putrefaccion
de un cadaver acelerando la tasa de descomposicion (Smith 1986).

El andlisis de los insectos y otros artropodos como evidencia en investigaciones
criminales estd basado en el concepto ecoldgico de sucesion (Anderson y Vanlerhover,
1996), de esta manera la sucesion de insectos y las caracteristicas bioldgicas de las especies
asociadas, son empleadas como indicadores entomoldgicos para la resolucion de crimenes
convirtiéndose en un método confiable en la estimacion del intervalo post mortem.

La sucesion, en sentido mas general, es el esquema continuo, aparentemente
direccional y no estacional de colonizacion y extincion de las poblaciones de especies en
una localidad. Esta definicion general comprende una gama de secuencias de sucesion que
se producen en escalas de tiempo muy distintas y a menudo como resultado de mecanismos
diferentes. Del mismo modo, la importancia relativa de las especies varia en el espacio, y
sus esquemas de abundancia pueden cambiar con el tiempo. En cualquier caso, una especie
solo se presentard donde y cuando es capaz de alcanzar un crecimiento, existen alli las
condiciones de recursos apropiados y los competidores junto con los depredadores no la
eliminan (Begon y col., 1996).

Las especies iniciales o tempranas de la sucesién (a menudo Ilamadas especies
pioneras o colonizadoras) se caracterizan habitualmente por una elevada tasa de
crecimiento, amplia dispersion y rapido crecimiento poblacional; en contraste, las especies

tardias generalmente presentan tasas de dispersion y colonizacion menores (Curtis y Barnes
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2000); el patron de reemplazamiento de especies en el tiempo no es aleatorio (Smith 2000).
Un ejemplo de esto es que, a cada estado de descomposicion se encuentran asociados
diferentes insectos debido a los cambios fisicos y quimicos en el sustrato, que
posteriormente dan origen a nuevos recursos y por tanto son atraidas nuevas especies
(Campobasso y col. 2001).

De acuerdo al tipo de organismos que intervienen en primer lugar en la sucesion y al
sustrato sobre el que se desarrolla podemos distinguir dos tipos de sucesion: la autotréfica y
la heterotrofica o degradativa (Begon y col. 1996). La primera se refiere basicamente a
organismos productores, como las plantas en ecosistemas terrestres, mientras que la
segunda esta referida a los organismos heterétrofos, cuyo sustrato de colonizacion y

posterior desarrollo es muy variable.

1.3.1 Sucesion heterotrdéfica o degradativa:

Los cambios en la composicion de especies en una sucesion heterotrofica, generan
series que pueden recibir el nombre de sucesiones o etapas heterotroficas o degradativas y
pueden producirse en una escala de tiempo relativamente breve, o contrario a lo anterior
en escala de tiempos mayores, de meses 0 afios. Ocurren en cualquier tipo de materia
organica en descomposicion, ya sea animal o vegetal, y es explotado por microorganismos,
animales detritivoros y necrofagos. Habitualmente diferentes especies aparecen y
desaparecen una tras otra, a medida que la degradacion de la materia organica agota ciertos
recursos y convierte en disponibles a otros, mientras los cambios que ocurren en la
condicion fisica del detritus favorecen a una especie y luego a otra (Smith 2000).
Finalmente las sucesiones degradativas llegan a su fin porque el recurso ha quedado ya
completamente metabolizado y mineralizado (Begon y col. 1996), como lo puede ser, por
ejemplo, el Gltimo estado de descomposicion (esqueletizacion) de un cuerpo.
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1.4 CAMBIOS FISICOS Y QUIMICOS EN UN CADAVERA PARTIR DE LA
MUERTE

Una vez que se produce la muerte se presentan cambios en la constitucion fisica y
quimica del cadaver. Uno de esos cambios es la decoloracion verdosa, que ocurre debido a
compuestos volatiles producidos en el cuerpo. Aunque la composicion del cuerpo puede
variar, un componente importante de estos compuestos es el Sulfuro de Hidrogeno (H,S),
que reacciona con la hemoglobina de la sangre y forma la sulfahemoglobina. Este pigmento
es de color verdoso y puede ser visto en los vasos sanguineos y en otras areas del cuerpo,
sobre todo cuando el livor mortis se ha formado (Goff 2010).

El livor mortis, conocido como lividez cadavérica, es uno de los primeros cambios
que se presentan una vez producida la muerte. Cuando ocurre la muerte, al detenerse el
corazon y la circulacién, la sangre empieza a asentarse por gravedad hasta las partes mas
bajas del cuerpo. Los primeros signos del livor se observan aproximadamente 1 hora
después de la muerte (Goff 2010).

Seguidamente al proceso de lividez cadavérica se presentan otros cambios que no
son fisicos. El rigor mortis, conocido como rigidez cadavérica, es un cambio quimico que
resulta del endurecimiento de los masculos del cuerpo después de la muerte, debido a las
modificaciones en las microfibrillas de los tejidos musculares. EI ATP se convierte en ADP
y el acido lactico produce un descenso en el pH celular, hay un bloqueo de puentes
quimicos formado entre la actina y la miosina que resulta en la formacion del rigor o
rigidez. Por lo general, el inicio de la rigidez muscular se observa entre las 2 a 6 h
posteriores a la muerte y se desarrolla durante las primeras 12 h (Goff 2010). Se inicia
desde los musculos de la cara y luego se extiende a todos los musculos del cuerpo durante
un periodo de 4-6 h (Gill-King 1997). El comienzo y la duracion de la rigidez actta segun
dos factores principales: la temperatura ambiental y el estado metabdlico del cuerpo. Bajas
temperaturas en el ambiente tienden a acelerar el inicio de este proceso y a prolongar su
duracion, a temperaturas mas calidas ocurre lo contrario (Goff 2010).

El rigor mortis se prolonga a bajas temperaturas y es constante a 4 °C, puede durar
por lo menos 16 dias con endurecimiento parcial aun detectable hasta los 28 dias después
de la muerte (Varetto y Curto 2004). La extension y el grado del rigor mortis por tanto, no

es una medida especialmente precisa de tiempo desde la muerte.
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Posteriormente a los dos primeros procesos que se desencadenan a raiz de la muerte,
se presenta el algor mortis, conocido como enfriamiento cadavérico, el cual ocurre una
vez que el cuerpo deja de regular su temperatura interna y ésta empieza a aproximarse a la
temperatura externa, es decir, la temperatura ambiente. En la mayoria de los casos, esto
implica un enfriamiento del cuerpo hasta que se alcanza la temperatura ambiente, con

mayor frecuencia en un periodo de 18 a 20 h (Fisher 2004).

1.4.1 Elementos y factores que acttian en el proceso de la descomposicién

Son numerosos los factores que se han identificado como responsables de los
cambios que se producen en un cadaver hasta su total descomposicion. Estos factores,
aunque se encuentran muy relacionados, pueden dividirse en dos grupos: 1) Factores
intrinsecos (bacterias intestinales, condiciones del cuerpo, causa de muerte) y 2) Factores
extrinsecos al cadaver, tales como las condiciones ambientales (temperatura, humedad,
vientos, tipos de suelos, etc.) (Magaria y col. 2006).

En el proceso de descomposicion de cadaveres se presentan como elementos
fundamentales las bacterias. Las Bacterias juegan un papel importante en la
descomposicion de los cadaveres, ya gque estan asociadas con los aspectos externos e
internos del cuerpo humano. Algunas de éstas existen normalmente en nuestros intestinos,
tales como E. coli, y siempre y cuando se mantengan en su lugar no hacen dafio y puede
ayudar en la descomposicion de los alimentos.

Hay un gran componente de bacterias anaerobias relacionadas con el sistema
digestivo humano. Una vez que el individuo muere hay pocas barreras para evitar que
cualquier lugar y tejidos sean excelentes medios de crecimiento para ellas, siendo sus
actividades metabolicas los principales componentes de los procesos de la descomposicion.

Asi como las bacterias, también tenemos un segundo grupo de organismos
involucrados en los procesos de descomposicion, como son los Insectos. Su llegada
empieza poco después de haberse producido la muerte, a menudo en menos de 10 minutos,
y rédpidamente comienzan sus actividades.

Como tercer grupo importante encontramos a los Carrofieros vertebrados; este

grupo estd conformado por una diversidad animal, desde roedores hasta aves de rapifia,
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gatos, perros entre otros, que pueden dafiar rapidamente al caddver, modificando su proceso
de descomposicion. En la naturaleza puede tomar menos de una semana a los carrofieros el
esqueletizar un cuerpo (Goff 2010).

Como se detall6 anteriormente, vemos que hay organismos invertebrados y
vertebrados que con su actividad sobre un cadaver son capaces de acelerar el desarrollo de
la descomposicion. Sin embargo, también podemos encontrar factores que permiten
demorar el proceso de descomposicion. Estos obstaculos a la descomposicion se pueden
dividir en tres grandes grupos: barreras fisicas, quimicas y elementos climaticos.

Las Barreras fisicas impiden el acceso al cuerpo, como por ejemplo la ropa, o bien

en el caso de cuerpos enterrados, lo que también influye en el proceso de descomposicion
de un cadaver.

Un ejemplo de barreras quimicas lo constituye el proceso de embalsamamiento,

disefiado para evitar la descomposicion del cuerpo; en este proceso los fluidos naturales del
cuerpo se drenan y reemplazan con diferentes liquidos preservativos (Goff 2010). En
algunos casos criminales, los causantes del hecho delictivo modifican la escena del crimen,
especificamente al cuerpo, agregando distintos sustancias que modifican la condicion del
cadaver, retrasando los procesos de putrefaccion, con la intencidn de evitar ser capturados.
La presencia de insecticidas en el cuerpo o en las proximidades del mismo, también puede
servir para retrasar la aparicion de la actividad de los insectos por un periodo de tiempo. En
muchos casos, los insectos inmaduros (principalmente estadios larvales) son capaces de
sobrevivir en un cuerpo con concentraciones de un insecticida que seria fatal para los
adultos de la misma especie (Gunatilake y Goff 1989).

Los Elementos climaticos son los modificadores de mayor importancia en el

proceso de descomposicion, ellos pueden promover el avance de este proceso o bien
retrasarlo. Entre estos elementos, uno de los mas importantes es la temperatura. A
temperaturas altas se promueve la actividad microbiana, acelerando el proceso de desarrollo
bacteriano, asi como la aparicion de insectos que pueden acelerar la descomposicion. A
temperaturas por debajo de 6 °C la actividad de la mayoria de los insectos disminuye,
volviendo a la actividad una vez que se alcance una temperatura por encima del umbral
(Goff 2010). También juegan un papel importante otros elementos, como lo son los vientos

y las precipitaciones, que inciden directamente sobre la temperatura.
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1.4.2 Etapas del proceso de descomposicion

Los primeros grupos de insectos llegan al cadaver atraidos por el olor de los gases
desprendidos en el proceso de la degradacion de los principios inmediatos (glucidos,
lipidos, y protidos), gases como el amoniaco (NHj3), acido sulfurico (SH>), nitrégeno libre
(N,) y anhidrido carbdnico (CO;) (Magafia 2001).

Lord y Goff (2003) describen cinco etapas de la descomposicion a partir de un
estudio realizado en Hawai; estas etapas pueden aplicarse a investigaciones que se realicen
en zonas templadas.

Un rasgo comun en la mayoria de los estudios ha sido el intento de evitar ver a los
procesos de descomposicion como una serie de etapas discretas; sin embargo, a pesar de
que la descomposicion es un proceso continuo, en la naturaleza se producen combinaciones
discretas de parametros fisicos y asociaciones de artropodos (Flores 2009). El valor de esas
etapas es el poder aportar puntos de referencia que permitan explicar alguno de los hechos
asociados con la descomposicion y sea viable su exposicion ante un tribunal o jurado
(Schoenly y Reid 1987).

En la actualidad, la ciencia forense reconoce y acepta cinco fases o estados de
descomposicion (Early y Goff 1986). Estos corresponden a: estado fresco o cromatico,
hinchado o enfisematoso, descomposicidn activa o colicuativa, descomposicion avanzada y
restos 0seos o esqueletizacion (Magafia 2001, Wolff y col. 2001, Calabuig y Villanueva
2004).

La fase fresca es la primera etapa, esta es la que empieza en el momento de la
muerte y continda hasta que la hinchazén del cuerpo se hace evidente (Goff 2010). En este
estado los primeros insectos en llegar son las moscas de las familias Calliphoridae y
Sarcophagidae. Las hembras adultas inspeccionan el cadaver, se alimentan con frecuencia
de él y, segun las especies, depositan huevos o larvas alrededor de las aberturas naturales.
Estas seran, en principio, las asociadas con la cabeza (0jos, nariz, boca y orejas) y region
anogenital (Goff y col. 2004).

La descomposicion cadavérica continda con la fase hinchada; en esta etapa hay una
gran influencia de todo el conjunto bacteriano anaerobico que estéd presente en el cuerpo y
es el componente principal de la descomposicion una vez producida la muerte. Sus

procesos metabdlicos dan como resultado la produccion de gases, cuyo efecto causa una
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inflamacion leve en el abdomen. Los procesos combinados de la putrefaccion bacteriana y
las actividades metabolicas de las larvas de los insectos comienzan a causar un aumento en
la temperatura interna del cuerpo. Estas temperaturas pueden estar por encima de la
temperatura ambiente (>50 °C) y el cuerpo se convierte en un habitat distinto en muchos
aspectos, independiente del medio ambiente circundante (Goff 2010). En esta etapa las
presiones internas causadas por la produccién de los gases provoca la filtracion de liquidos
a través de los orificios naturales del cuerpo y es notable el fuerte olor a amoniaco. Estos
liquidos se filtran en el sustrato por debajo del cuerpo y se convierte este en un suelo
alcalino (Goff 2010).

Posteriormente, la fase de decaimiento o descomposicién activa ocurre cuando el
conjunto de actividades de la alimentacion de las larvas y la putrefaccion bacteriana
resultan en la ruptura de la capa externa de la piel, se escapan los gases del abdomen y los
olores de la descomposicion estan presentes en el ambiente (Goff 2010). En este estado, las
larvas de dipteros son predominantes y forman grandes masas. Mientras que otros
depredadores, como los escarabajos, avispas y hormigas, estan presentes en el estado
hinchado. Al final del estado de descomposicion activa se observan tanto estos
depredadores como algunos necrofagos. La mayoria de las larvas de los Calliphoridae y
Sarcophagidae han completado su desarrollo y abandonan el cuerpo para pupar. En esta
etapa los restos suelen sufrir una repentina pérdida de humedad. Las larvas de dipteros
habrian eliminado la mayoria de los tejidos blandos del cuerpo (Goff y col. 2004).

Seguidamente se enfrenta un nuevo cambio en el cuerpo, denominada fase
postdecaimiento o descomposicién avanzada, en la que, a medida que el cuerpo se reduce
a piel, cartilago y huesos, los dipteros dejan de ser predominantes, siendo diversos
coleodpteros los mas abundantes (Goff 2010).

Finalmente, transcurrido un tiempo, nos encontramos con el Gltimo evento en un
proceso de descomposicion de un cuerpo, y es la fase esquelética; ésta etapa se alcanza
cuando sélo quedan huesos y cabellos. EI pH del suelo comienza a volver a su nivel
original y hay un retorno gradual de los componentes de la fauna del suelo normal durante
esta etapa. En la fase esquelética no aparecen insectos claramente asociados y se produce
una vuelta gradual de la fauna edafica normal en el suelo subyacente. No existe un
momento final definido para esta fase y las variaciones en la fauna edafica pueden

detectarse meses e incluso afios después de la muerte, en funcion de las condiciones locales
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(Goff y col. 2004). En cada una de estas fases de descomposicion, y como resultado de los
cambios fisicoquimicos que tienen lugar, se da la colonizacion por parte de diferentes
grupos de insectos necrofagos, asi como de sus especies depredadoras (Turcheto y Vanin
2004, Catts y Goff 1992).

1.4.3 Grupos de especies involucradas en el proceso de descomposicion

Como hemos visto, hay especies de insectos que estan asociadas a los cuerpos una
vez producida la muerte, y especificamente con alguna de las fases de descomposicion.
Estos insectos son de gran importancia forense ya que permiten establecer una data de
muerte, lugar de la muerte, determinar si hubo traslado del cadaver y también tienen
utilidad para analisis entomotoxicoldgicos. La descomposicion de un cadaver ocurre en una
determinada secuencia, la cual determina la sucesion de las especies observadas (Carvalho
y col. 2004).

Entre los insectos que tienen relacion directa con el cadaver se reconocen
habitualmente cuatro categorias (Goff 1993a):

Especies necrofagas: Son las especies que en alguna etapa de su ciclo de vida se
alimentan del cuerpo. Incluyen dipteros (Calliphoridae y Sarcophagidae) y coledpteros
(Dermestidae y Silphidae).

Especies parasitas y depredadoras de los necrofagos: Es el segundo grupo mas
significativo presente en el cadaver. Incluye coledpteros (Silphidae, Staphylinidae e
Histeridae), dipteros (Calliphoridae y Stratiomyidae) e himendpteros parasiticos de las
larvas y pupas de dipteros.

Especies omnivoras: Se incluyen aqui grupos como las avispas, hormigas y otros
coleodpteros que se alimentan tanto del cadaver como de los artropodos asociados a él.

Especies accesorias 0 accidentales: Aqui se incluyen las especies que utilizan el
cuerpo como una extension de su habitat normal, como por ejemplo Collembola, aracnidos,
miriapodos. Algunas familias de acaros pueden alimentarse de hongos y moho que crece en

el cuerpo.
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1.5 EL TEGUMENTO DE LOS INSECTOS

Los insectos presentan externamente en su estructura, un tegumento que consta de
una membrana basal, una capa celular o epidermis y una capa externa no celular o cuticula
que constituye el exoesqueleto (Vifiuela y col. 1991), (Figura 4).

La cuticula es la capa mas importante. Tiene una estructura laminar con capas
dispuestas en paralelo a la superficie, que van atravesadas por numerosos poros o canales.
En la capa mas exterior o epicuticula se distinguen, de afuera hacia adentro, la capa
cemento (para proteccion), la capa de ceras (que evita la pérdida de agua y es una barrera a
la entrada de insecticidas) y la cuticulina, que es quizas la capa mas importante por ser
barrera permeable selectiva y limita el crecimiento al ser ineléstica (Grillot 1980).

La procuticula o zona interna, esta formada esencialmente por una matriz proteica
en la que van embebidas gran nimero de largas fibras de quitina que adoptan una
disposicion helicoidal (Hillerton1984, Reynolds 1987).

En todos los insectos, la cuticula se cubre con una capa muy delgada de cera
epicuticular. Dicha capa consta de lipidos libres, una clase de compuestos que incluye
hidrocarburos, alcoholes, acidos grasos, ceras, aciglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos
(Gibbs y Crockett 1998). En la mayoria de los insectos, y en casi todos los insectos sociales
estudiados hasta el momento, los lipidos libres son denominados hidrocarburos (Lockey
1988).
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Figura 4. Distribucidn en capas del tegumento de los insectos (Jawale 2010).

1.6 HIDROCARBUROS CUTICULARES

Los hidrocarburos tienen largas cadenas lineales o ramificadas con un grupo metilo
(C19 a Cy4) que pueden ser saturados o insaturados dependiendo de la longitud de la cadena,
0 bien pueden ser volatiles o actuar sobre distancias cortas o por contacto, dependiendo del
insecto. Su biosintesis implica las siguientes fases: la sintesis de acidos grasos de la cadena
mediante una enzima sintetasa (FAS), su desaturacion por la enzima desaturasa, seguido de
su alargamiento a una cadena larga por medio de la actividad de la enzima elongasa,
posteriormente una descarboxilacion para asi dar lugar a los hidrocarburos (Dillwhit y col.
1981, 1982; Blomquist y col. 1987).
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Los insectos sintetizan los hidrocarburos por alargamiento del acetil-CoA para
producir los &cidos grasos de cadena muy larga que luego son convertidos en hidrocarburos
mediante la pérdida de un grupo carboxilo (Nelson y Blomquist 1995; Howard y Blomquist
2005).

Los hidrocarburos cuticulares (HC) son compuestos constituidos exclusivamente
por &tomos de carbono e hidrogeno y todos tienen la misma estructura basica, que consta de
una cadena carbonada larga, que en insectos de vida social parecen tener entre 19 y 35
atomos de carbono de longitud (Drijfhout2010). La aparente abundancia de C1g- C35 en los
hidrocarburos cuticulares puede ser un reflejo de las limitaciones de las técnicas de
deteccion, ya que las nuevas columnas de alta temperatura, con técnicas como CG (Akino
2006) y MALDI-MS (Cvacka y col. 2006), estan revelando hidrocarburos cuticulares con
cadena de hasta 70 4&tomos de carbono.

La aplicacion combinada de la cromatografia de gases y la espectrometria de masas
fue clave para el rapido y eficiente analisis de los hidrocarburos de insectos. A finales de
1960 y durante los proximos afios, se establecio el uso del CG-EM para el analisis de los
hidrocarburos cuticulares en insectos (Nelson y Sukkestad 1970; Martin y MaConnell
1970), y es asi como en los afios siguientes se analizaron los hidrocarburos cuticulares de
cientos de especies. Se reconocid que existen para muchas especies de insectos mezclas
muy complejas de compuestos lineales, metil ramificados y compuestos insaturados con
longitudes que van desde 21 a 50 4tomos de carbono 0 menos.

En retrospectiva, la mezcla extremadamente compleja de componentes podria haber
sugerido que los hidrocarburos podrian desempefiar un papel importante en la
comunicacion quimica, pero solo después del reconocimiento del numero y variedad de
funciones que hacen es que se ha llegado a apreciar mas plenamente la importancia de los

hidrocarburos de los insectos en la comunicacion quimica (Blomquist y Bagnéres 2010).

1.6.1 Funcion de los hidrocarburos cuticulares en los insectos

La capacidad de los insectos para resistir la desecacién es debida a la capa
epicuticular de la cuticula. En las capas superiores de la cuticula existe un complejo graso o
sustancia cerosa, conocida como “cuticulin” (Wigglesworth 1933). En la cera de la

epicuticula estan presentes hidrocarburos (Blount y col. 1937, Chibnall y col. 1934). Los
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hidrocarburos tienen importancia en la cera de los insectos (Baker y col. 1963), ya que
sirven principalmente como una barrera de proteccion (a la desecacién, la abrasion y
enfermedades), como un érgano para reconocer a comparfieros, otras especies e incluso para
atraer pareja (Hamilton 1995) y tambien han considerado a los hidrocarburos cuticulares
como excelentes adsorbentes de compuestos volatiles (Jaffé y Mercuse 1983; Jaffé y
Marquez 1987; Hernandez y col. 2002)

Baker y col. (1963) demostraron que los tres hidrocarburos cuticulares de la
cucaracha americana (Periplaneta americana) son: n-pentacosano, 3-metilpentacosano y
(Z,2)-6,9-heptacosano, que representan las tres principales categorias de hidrocarburos en
insectos: n-alcanos, alcanos metil ramificados y alquenos (Blomquist y Bagnéres 2010). La
composicion de los hidrocarburos cuticulares de este insecto es simple, pues mas del 90%
de los hidrocarburos presentes en la cuticula esta constituido por sélo tres compuestos
(Jackson 1972).

Los hidrocarburos cuticulares son térmicamente estables, cuando se liberan hacia la
cuticula mantienen su estructura quimica (Kaib y col. 1991) y se pueden separar mediante
cromatografia de gases. La composicion de los hidrocarburos cuticulares es especifica de
las especies (Hamilton 1995).

Los hidrocarburos cuticulares se encuentran en todas las fases de vida de los
insectos y son bioldgicamente muy estables. Su biosintesis estd modulada genéticamente
por factores como el estado reproductivo (Monnin 2006), la etapa de desarrollo (Martin y
col. 2001), la dieta (Buczkowski y col. 2005), o la temperatura (Toolson 1982, Savarit y
Ferveur 2002, Rouault y col. 2004).

Es importante enfatizar que los hidrocarburos cuticulares son hereditarios y varios
genes implicados en la biosintesis de estos compuestos han sido identificados (Kather y
Martin 2012).

1.6.2 Biosintesis de hidrocarburos cuticulares y quimiotaxonomia

Una serie de estudios con insectos de diversas especies han establecido que el sitio
principal de biosintesis de hidrocarburos se produce en unas células asociadas con la capa
de la epidermis o del cuerpo de grasa periférica, especificamente los oenocitos. La

localizacion anatdmica de los oenocitos varia entre especies de insectos e incluso a través
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del desarrollo de etapas. En algunos insectos tales como Tenebrio molitor (Jackson y Locke
1989), los oenocitos estan dispuestos en grupos discretos dentro de la hemolinfa y son
facilmente accesibles. En otros insectos, incluyendo la cucaracha americana, P. americana,
la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster, y la cucaracha alemana o chiripa, Blattella.
germanica, los oenocitos se encuentran dentro del tegumento abdominal.

Los hidrocarburos recién sintetizados salen de las células epidérmicas conocidas
como oenocitos y se transportan a través de los canales de los poros, formandose después
una capa externa en la cuticula (Locke 1965), modelo que prevalecid hasta principio de los
afios 1980.

Schal y col. (1998) revisaron la literatura disponible en ese momento y llegaron a la
conclusion que los hidrocarburos internos en muchos insectos fueron cualitativamente
similares a los hidrocarburos cuticulares. Para los insectos con oenocitos dentro de la
hemolinfa, es necesario un sistema de transporte de lipidos para ser transportados los
hidrocarburos a la superficie de la cuticula. Por el contrario los insectos con oenocitos que
estan dentro de la membrana basal, no necesariamente se requiere un sistema de este tipo.
Sin embargo, parece que en ambos grupos de insectos, con grandes cantidades de
hidrocarburos se encuentran asociados con una lipoproteina.

Esta lipoproteina que no esta ligada al sexo, esta involucrada especificamente en el
transporte de diacilglicerol (lipido cuantitativamente mas importante en la hemolinfa de los
insectos), desde el cuerpo graso a los sitios de utilizacion (Laino 2011). Chino y col.
(1981), denominaron a esta lipoproteina “lipoforina”.

Actualmente se acepta que las lipoforinas transportan hidrocarburos desde los
oenocitos para su deposicién sobre la superficie del insecto. Sin embargo, el mecanismo de
deposicion, incluyendo la captacién y el cruce en las células epidérmicas y el tegumento, se
desconoce (Schal y col. 1998).

Los insectos biosintetizan la gran mayoria de los hidrocarburos que poseen interna y
externamente, por lo tanto, la composicion de hidrocarburos puede ser considerada una
parte del genotipo de un insecto y es posible utilizarla a nivel taxonémico (Blomquist y
Bagnéres 2010). El papel de los hidrocarburos cuticulares en taxonomia quimica ha sido
reconocido en varios estudios (Jackson 1970, Jackson y Baker 1970, Jackson y Blomquits
1976, Carlson y Service 1979, Carlson y Service 1980, Lockey 1980, Carlson 1988,

Carlson y Brenner 1988). Uno de los métodos para identificar las especies podria implicar

38



la identificacion de los hidrocarburos presentes en la cuticula de los insectos adultos o
incluso en sus pupas y puparios, en donde también estan presentes este tipo de compuestos
(Gilby y Mckellar 1970).

Los perfiles de hidrocarburos cuticulares muestran una gran divergencia entre
especies. Las especies difieren en los hidrocarburos cuticulares, tanto en los isomeros que
se presentan, como en las cantidades relativas de éstos. Las especies estrechamente
relacionadas muestran perfiles similares de hidrocarburos, que pueden ser diferenciadas por
las cantidades o proporciones entre los mismos hidrocarburos (Page y col. 2002).

Las cadenas de hidrocarburos se producen en su forma saturada o insaturada y
puede tener uno 0 més grupo metilo (CH3) ramificado (Drijfhout 2010). Los alcanos son los
hidrocarburos de cadena abierta (aliciclicos) que constituyen la serie homologa, Unicamente
tienen enlaces simples y, por consiguiente, se dice que son saturados (Meislich y col. 2001).

Los compuestos insaturados, pueden ser alquenos o alquinos. Los llamados
alquenos (oleofinas), son isomeros de los ciclo alcanos saturados. Estos compuestos pueden
tener uno (alquenos 0 monoenos), dos (alcadienos o dienos) o tres (alcatrienos o trienos)
dobles enlaces distribuidos a lo largo de la cadena carbonada. Ademéas de acuerdo a la
distribucion de los sustituyentes en el o los dobles enlaces, estos compuestos pueden tomar
la forma: cis (Z) o trans (E). Sin embargo, todos los alquenos cuticulares de insectos
conocidos tienen la configuracion “Z” (Drijfhout 2010).

La forma de loshidrocarburos saturados (alcanos), permite el empaquetamiento
compacto de las moléculas y por lo tanto son ideales para funcionar como moléculas de
impermeabilizacion (Drijfhout 2010). A medida que aumenta la longitud de la cadena son
menos volatiles y son mejores en la produccion de peliculas con baja permeabilidad al
agua. Por lo tanto, un alcano Cz3 es mejor en la reduccion de flujo transcuticular de agua
que un alcano C,3. Esto se debe a que a mayor tamafio molecular aumentan las fuerzas de

estabilizacion intermolecular entre los hidrocarburos, tipo Van der Waals (Drijfhout 2010).
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1.7 VENTAJAS Y DESVENTAJAS EN EL USO DE LOS HIDROCARBUROS
CUTICULARES EN QUIMIOTAXONOMIA

1.7.1 Ventajas

La utilizacion de hidrocarburos cuticulares comocaracteristica taxonémicamente
confiable, presenta ciertas ventajas al compararse conlos métodos de identificacion
morfologica tradicionales. Los beneficios taxondmicos que genera el uso de los
hidrocarburos cuticulares son: a) variacion alta de caracteres bajo seleccion directa, b)
identificacion de especies cripticas y c) aislamiento e identificacion de HC mediante
técnicas rapidas y no destructivas (Kather y Martin, 2012).

a) Variacion alta de caracteres bajo seleccién directa

Los perfiles de hidrocarburos cuticulares son Unicos para cada especie, esto ha sido
demostrado en hormigas (Martin y Drijfhout 2009). La diferencia de HC entre una especie
y otra puede estar determinada por la presencia o ausencia de un compuesto en particular, o
bien en las proporciones en las que se presentan los hidrocarburos para cada especie.

Seppa y col. (2011) encontraron que la diferenciacion genética de dos especies de
hormigas hermanas (Formica fusca y Formica lemani), era mas grande entre los individuos
de la misma especie, que entre las dos especies; esto fue a pesar de que las dos especies de
hormigas poseian muchas diferencias y distintos perfiles de HC. También en feromonas de
insectos se ha determinado que los HC son especificos, y desempefian un papel importante
en la especiacion. Un cambio en el perfil HC puede conducir a un apareamiento selectivo y
aislamiento reproductivo, como se observo en dos poblaciones de Drosophila mojavensis
(Stennett y Etges 1997; Etges 1998).

En conclusién, se puede predecir que eventos recientes de especiacion y el
aislamiento reproductivo se pueden ver reflejados en los perfiles de HC. Ademas, la
variacion de HC puede ser observado entre especies facilmente antes que se manifiesten

cambios morfoldgicos o genéticos de las especies (Kather y Martin, 2012).
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b) Especies cripticas

Se conoce como especie criptica aquellas que morfol6gicamente son muy similares. La
identificacion de este tipo de especies sigue siendo un gran desafio para los taxénomos
(Winston 1999). A pesar de ser morfologicamente indistinguibles, especies cripticas son
faciles de distinguir en funcion de sus perfiles de hidrocarburos cuticulares (Haverty y col.
1990, Page y col. 1997, Lucas y col. 2002, Martin y col. 2008). En un trabajo realizado por
Kaib y col. (1991), se estudiaron cuatro especies de termitas. Se observé que los perfiles de
hidrocarburos cuticulares de dos de las especies diferian en los compuestos, mientras que
las otras dos especies tenian la misma composicion pero variaba la cantidad entre ellos
(Figura 5).

(a) (c)

Ion abundancia
Ion abundancia

el | g

Tiempo de retencion Tiempo de retencidn

(b) (d)

Ion abundancia
Ion abundancia

iy -

Tiempo de retencion Tiempo de retencidn

Figura 5. Variacion de perfiles de hidrocarburos cuticulares (HC) de cuatro especies de termitas.
(a) Odontotermes tanganicus difiere de (b) Odontotermes zambesiensis en la presencia y ausencia
de compuestos de HC, mientras que (c) Odontotermes badius y (d) Odontotermes kibarensis
comparten los mismos tipos de compuestos, pero estos varian en cantidad relativa. Basado en Kaib
y col. (1991).
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c) Aislamiento e identificacion de HC mediante técnicas rapidas y no destructivas

En estudios de insectos existen varias técnicas para el aislamiento de los HC,
mediante extraccion con solvente, andlisis directo con muestra sélida y micro-extraccion en
fase sélida (MEFS).

Las muestras se pueden extraer de manera no destructiva utilizando la técnica de
MEFS, donde la fibra elaborada con material absorbente y/o adsorbente se frota
repetidamente en contra de la cuticula del insecto y posteriormente es analizada mediante
CG-EM (Kather y Martin 2012).

La extraccion de los hidrocarburos cuticulares de las muestras mediante otras
técnicas como la extraccion con solvente, implica generalmente el lavado de las mismas
con un disolvente, tal como n-hexano o n-pentano, durante un periodo especifico de tiempo
(Kather y Martin 2012).

Por lo general, las muestras se analizan en un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas (CG-EM). Con esta técnica se separan los constituyentes de las
muestras de acuerdo con su afinidad con la fase estacionaria de la columna cromatografica,
y posteriormente se obtiene informacion estructural de los compuestos mediante EM
(Gillemy col. 2012).

1.7.2 Desventajas

Los hidrocarburos cuticulares presentan limitaciones en su utilidad como herramienta
taxonémica, como, por ejemplo, a) las causas de la variacion intraespecifica, b) el problema
en la definicion de un limite en el nimero de hidrocarburos cuticulares que permitan la
determinacion de una especie y c¢) los problemas técnicos asociados con los hidrocarburos
cuticulares (Kather y Martin 2012).

a) Causas de la variacion intraespecifica

Hay factores que pueden conducir a la variacion intraespecifica en los perfiles de
hidrocarburos cuticulares, en funcion del sexo, la edad, insectos sociales, castas y el origen
de la colonia (Kather y Martin 2012).
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En los climas calidos y secos, los insectos producen los alcanos de cadena larga, que
son los que lo protegen de la desecacion (Chapman y col. 1995, Wagner y col. 2001). Esta
sensibilidad a los efectos climéaticos provoca un cambio en el perfil de HC, e incluso puede
llevar a cambios estacionales en la composicion de HC (Haverty y col. 1996). Otro factor
importante es la dieta. Algunas veces las plantas y especies que son presas contienen
hidrocarburos que se presentan en la cuticula del insecto, o proteinas sin la cual los HC
determinados no podian ser producidos (Espelie y col. 1994, Liang y Silverman 2000).

Seguidamente, podemos tomar en consideracion otro factor de variacion de los
hidrocarburos cuticulares: la edad. En muchos insectos sociales con sistemas de castas, los
perfiles de HC cambian con la edad. Este efecto de la edad se ha demostrado en Drosophila
(Bartelt y col. 1986), los saltamontes (Chapman y col. 1995) y las termitas (Haverty y
col.1996). Pero incluso en insectos solitarios los perfiles de HC pueden cambiar con la
edad. Asi, por ejemplo, en las moscas (Bartelt y col. 2002), los saltamontes (Chapman y
col. 1995) y escarabajos (Page y col. 1997), s6lo los individuos maduros producen las
feromonas sexuales (HC) y esto los hace quimicamente diferentes de los individuos
inmaduros.

Los efectos del medio ambiente o la biologia, a menudo resultan en diferencias en
las cantidades de los hidrocarburos, por lo que estas caracteristicas pueden ser un rasgo
taxonémico pobre. Por lo tanto, los taxénomos deben estar conscientes de que la cantidad
de HC que producen varian y no son necesariamente especies diferentes. (Kather y Martin
2012).

b) Limite en el nUmero de HC que determinen a una especie

El problema de encontrar un limite o un rango mas alla del cual una especie puede ser
clasificada como independiente es comdn a todas las herramientas taxondémicas (Sites y col.
2004) y los hidrocarburos cuticulares no son la excepcion.

Debido a quelos HCestan involucrados enel apareamiento ypueden causar aislamiento
reproductivo (conducta y mecanismos fisioldgicos que impiden el mestizaje y el
intercambio de genes entre las especies animales), un cambio visible enéstos HC en la
seleccion de pareja podria  ser unprimer  signo deaislamiento

reproductivo.Especialmentecuando las especiesdifieren enla presenciao ausencia de
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compuestos, esto podriaindicar una falta deflujo de genes, aunque la diferenciacion
deHCpuede ocurrirpotencialmentea través dela deriva genéticapor una especiacion
alopatrica (es una especiacion por aislamiento geografico, en el que algo extrinseco al
organismo impide que dos 0 mas grupos se apareen entre si con regularidad y, finalmente,
lleva a la especiacion del linaje). Mientraslas diferenciasentre los gruposson consistentes, la
variacionintra-grupo es significativamente menor que la variacioninter-grupo,esto esuna
buena indicacion del apareamientoselectivo (seleccion de pareja en funcién de su
genotipo)(Kather y Martin 2012).

Sin embargo, cuando dosgrupos de individuos s6lo se diferencian en las cantidades de
sus HC, no es del todo cierto que pertenezcan a dos especies diferentes, sobre todo porque
las cantidades de HC pueden ser influenciadaspor elmedio ambientey factores bioldgicos
discutidos anteriormente. Las pruebas basadas en las diferencias cuantitativas debes ser
apoyada por evidencia adicional para verificar el aislamiento reproductivo. Por ejemplo,
Hay-Roe y col. (2007), apoyé estas conclusiones utilizando experimentos de hibridacion.
Debe ser puesto mas énfasis en aquellos compuestos que se sabe que estan o pueden estar
involucrados en la comunicacién, y por lo tanto actian como una barrera reproductiva, en
la especie en cuestion.

En muchos insectos, los hidrocarburos insaturado y ramificados, juegan un papel
importante en el reconocimiento de sus congéneres. Estos compuestos llevan doble enlaces
ogrupos metilo, que les dan una forma tridimensional mas compleja en comparacion con
los hidrocarburos simples, comolos n-alcanos. Se ha demostrado que son las formas més
complejas las que hacen que sean més faciles de detectar (Chaline etal., 2005;Danietal.,
2005). Esto no significaque los compuestos tales como n-alcanos deben ser excluidos del
analisis per se, aunque los investigadores tienen que entender la funcion de los compuestos

para llegar a una mejor conclusion (Kather y Martin 2012).

c) Problemas técnicos para la deteccion de HC

Los hidrocarburos de cadena larga (mas de 30 atomos de carbono) requieren altos
puntos de ebullicion (>300 °C) para ser detectados por el CG-EM. La temperatura de
funcionamiento de la columna puede representar un problema técnico. Recientemente, el

uso de una columna de alta temperatura ha revelado la presencia de hidrocarburos
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cuticulares de cadena larga (hasta 48 atomos de carbono), que son 17 carbonos mas larga
que los encontrados previamente con columnas estandar (Akino 2006).

1.8 TECNICAS USADAS PARA EL AISLAMIENTO Y PRECONCENTRACION
DE HIDROCARBUROS CUTICULARES EN INSECTOS.

1.8.1 Microextraccion en fase solida (MEFS)

Este método fue creado por Arthur y Pawliszyn (1990), consiste en poner en
contacto o exponer una fibra de silica fundida recubierta con un material absorbente a una
muestra sélida, acuosa 0 gaseosa hasta que se establezca un equilibrio entre los analitos de
la muestra y la fibra. El absorbente es quimicamente inerte, estable a altas temperaturas y es
reusable, con una vida Gtil alrededor de 100 inyecciones.

La MEFS involucra dos procesos: particion de analitos entre la capa y la muestra, y
la desercion de analitos concentrados en el instrumento analitico. En el primer proceso, la
capa de la fibra es expuesta a la muestra y los analitos son extraidos de la muestra matriz a
la capa de fase estacionaria. Luego, la fibra con analitos concentrados es transferida al

equipo para la desercion térmica (Zhang y col. 1994).

Segun Sefiorans (2011), la extraccién con la técnica MEFS presenta las siguientes

ventajas:
e Esuna técnica rapida y relativamente sencilla.

e Existen diferentes fibras adsorbentes disponibles en el mercado que permiten cierta

selectividad.
e Se puede acoplar facilmente a otras técnicas de separacion (GC y HPLC).

e No requiere ningun disolvente y el SPME es una técnica econdémica (reutilizable).

Asi como también, esta técnica tiene varias desventajas:

e Esta limitada a muestras liquidas o compuestos volatiles (mediante la aplicacion de
la técnica denominada “espacio de cabeza™).

e No permite conservar el extracto para otros analisis.
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1.8.2 Extraccion con solvente (Sélido-liquido)

Estd técnica consiste en extraer los componentes de una muestra mediante el
contacto del solvente con la parte del cuerpo del insecto o el insecto entero. Se preparan los
extractos colocando la parte del insecto en contacto con el solvente, por un periodo de 15-
30 min. La eficiencia de este método depende de varios factores, tales como: el tiempo de
extraccion, la volatilidad, polaridad, pureza y volumen del solvente utilizado.

Los lipidos en la superficie de la cuticula se extraen con disolventes organicos que
son relativamente permeables al agua. Los aceites vegetales, lecitina y una serie de agentes
humectantes y detergentes muestran efectos muy diferentes en la permeabilidad de la
cuticula al agua (Beament 1945).

El empleo directo de disolventes para la extraccion de analitos de muestras
medioambientales es uno de los métodos de extraccion mas antiguos y usados en quimica
analitica (Dean 1998). Podemos clasificar estos métodos en dos grupos: aquellos que
necesitan un aporte de calor (Soxhlet) y aquellos que no necesitan calor, pero necesitan
algun tipo de agitacion (agitacion o sonicacion).

La extraccion Soxhlet fue introducida a mitades del siglo XIX y desde entonces
siempre se ha considerado como método de referencia para asegurar la eficiencia de
extraccion de cualquier nueva metodologia. Para su funcionamiento la muestra se introduce
en un cartucho poroso de celulosa, que actiia como filtro, acompafiada de la misma cantidad
de sulfato sédico anhidro.

La extraccion con Soxhlet presenta las siguientes ventajas:

e La muestra esta en contacto repetidas veces con porciones frescas de disolventes.

e La extraccion se realiza con el disolvente caliente, asi se favorece la solubilidad de
los analitos.

e No es necesaria la filtracion después de la extraccion.

e Lametodologia empleada es muy simple.

e Esun método que no depende de la matriz.

e Se obtienen excelentes recuperaciones, existiendo gran variedad de métodos

oficiales cuya etapa de preparacion de muestra se basa en la extraccion con Soxhlet.
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Por otra parte, las desventajas mas significativas de este método de extraccion son:

e El tiempo requerido para la extraccion, normalmente esta entre 6-24 horas.

e La cantidad de disolvente organico (50 a 300 ml).

e La descomposicion térmica de la temperatura del disolvente organico esta proxima
a su punto de ebullicion.

e No es posible la agitacion del sistema, la cual podria acelerar el proceso de
extraccion.

e Es necesaria una etapa final de evaporacion del disolvente para la concentracion de
los analitos.

e Esta técnica no es facilmente automatizable.

La extracciéon asistida por ultrasonido (Sonicacion), junto con la extraccion
Soxhlet son los métodos convencionales de lixiviacion (proceso fisico de transferencia de
materia que ocurre cuando un “solvente liquido” atraviesa un “sélido” produciendo una
elucion de algiin “componente soluble” (soluto) en dicho s6lido), mas utilizados.

Esta técnica utiliza ondas de ultrasonido para agitar la muestra sumergida en el
disolvente organico. La muestra sélida se deposita en un tubo de vidrio, se afiade la
cantidad de disolvente y se agita con ultrasonido, y se separa por centrifugacion y/o
filtracion el disolvente orgéanico con el analito extraido.

Las ventajas de este método:

e El tiempo requerido para la extraccion, normalmente de 3-60 min.

e Como la temperatura que se alcanza no es muy elevada, es adecuada para
extraer analitos termolabiles que se alteran en las condiciones de extraccion
tipicas del Soxhlet.

La extraccidn por este método de sonicacidn también tiene su desventaja:

e Se repite el proceso de extraccion tres 0 mas veces, afladiendo a cada extraccion

un nuevo volumen de disolvente.

1.8.3 Muestra solida

Esta técnica permite la inyeccion directa del material bioldgico en el puerto de

inyeccién de un Cromatografo de Gases (CG). EI método de inyeccién directa de muestras
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solidas fue desarrollado por Morgan y Wadhams (1990). La muestra se sella en un capilar y
los volatiles son liberados cuando éste es destruido dentro del puerto de inyeccion de un
CG.

Una ventaja de este método es que la muestra puede ser colectada directamente en el
campo, colocando en el capilar una parte del cuerpo del insecto, la glandula o la secrecion
que interesa estudiar, se sella el capilar y luego se traslada al laboratorio para su andlisis
(Jones y Oldham 1999).

Otras ventajas segun Jones y Parker, 2005 de esta técnica incluyen:

e Toda la muestra es utilizada.

e No hay dilucién o contaminacion con disolvente.

e No hay pérdida réapida de los compuestos eluyendo.

Pero esta técnica tiene sus desventajas:

e Pueden aparecer compuestos producto de la contaminacion al inyectar un capilar
que se haya tomado con las manos y se pueden transferir compuestos que van a
aparecer en los cromatogramas, es por eso que se requiere limpiarlos con

solventes como el hexano antes del analisis.

e La acumulacion de vidrio en el “solid simple” asi como también en el “liner”
dentro del puerto de inyeccion cuando se tritura en capilar, requiere que cada 3-4

inyecciones se limpie los restos de vidrio acumulado.

e Al realizarse la inyeccion manual, y debido a que los capilares no se rompen con
la misma facilidad aun cuando han sido preparados con el mismo tipo de vidrio,
genera en los cromatogramas desplazamiento en los tiempos de retencion de los

picos de una muestra a otra.

e El capilar al no ser de vidrio blando puede ocasionar dafios en el “solid simple” y

en esos casos no es posible colocar mas muestra en el capilar.

e Los compuestos que se encuentran en cantidades cercanas al limite de deteccion
del equipo, podrian estar enmascarados por el aumento de la sefial base del

detector.
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e Las inyecciones se hacen de manera manual y eso en comparacion con las otras
consume mas tiempo ya que en el caso de inyeccién liquida, cuando prepararas

extractos puedes usar el muestreo automatico.

Por otro lado, las particulas de vidrio del capilar pueden reaccionar con algunos
compuestos polares, tales como éacidos grasos, por lo que es necesaria una limpieza de la
conexion entre el inyector y la entrada de la columna antes de cada inyeccion. Ademas,
existe evidencia de que compuestos como los acidos carboxilicos, son absorbidos en las
particulas de vidrio y en la lana de vidrio colocada en la entrada de la columna, por lo que
no resulta recomendable utilizar esta técnica en el analisis cuantitativo de muestras que

presenten este tipo de compuestos (Maile y col. 1998).

1.9 METODOS PARA LA SEPARACION E IDENTIFICACION DE
HIDROCARBUROS CUTICULARES

1.9.1 Cromatografia de gases — espectrometria de masas

La espectrometria de masas es sin duda la técnica analitica instrumental mas util y
completa que existe hoy en dia, al ser rapida, universal y tremendamente especifica,
presentando una excelente capacidad de identificacion y cuantificacion. Esta técnica
también proporciona informacion estructural de moléculas organicas, que nos ayuda a su
correcta identificacion.

El acoplamiento entre cromatografia de gases y espectrometria de masas,
introducido por primera vez por Golhke en 1959 (Golhke1959), combina la cromatografia
de gases que produce la separacion de muestras complejas y la espectrometria de masas,
que proporciona informacidn estructural de los analitos que eluyen, estén separados o no de
otros componentes de la matriz de la muestra. La cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas es la técnica mas usada hoy en dia para la determinacion de
compuestos volatiles en muestras ambientales (Santos 2003).

El gran desarrollo de la microelectronica en las ultimas décadas, ha permitido la

fabricacion de sistemas GC-MS de baja resolucidén con un costo moderado y de manejo
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muy simple, que permite el empleo de esta técnica en laboratorios de rutina. Las
limitaciones que presentan estos equipos para su uso cotidiano son: posee un reducido
rango de masas de trabajo (hasta 600-1000 uma) y la falta de versatilidad en el uso de
distintas técnicas de ionizacion. Por otro lado, los equipos de alta resolucion no solo
presentan un elevado costo, dificil de asumir por un laboratorio de analisis convencional,
sino que ademas requieren de unas instalaciones y un mantenimiento mucho méas complejo
(Esteban 1993).

Un cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas consta de las

siguientes partes, esquematizadas en la Figura 6:

Cromatografo: Separa los distintos componentes de la muestra, con el consiguiente

aislamiento del analito del resto de la matriz.

e Interfase: es la unién entre cromatografo y espectrémetro, por la que se introduce la
muestra al espectrometro de masas.

e Sistema de vacio: mantener un vacio del orden de 10°® torr es esencial para el buen
funcionamiento del equipo.

e lonizacion: es el lugar donde se ioniza la muestra.

e Analizador: los iones previamente formados se separan segun sus valores de m/z.

e Electronica: un estricto control electrénico de todas las partes constituyentes del

equipo es imprescindible.

Multiplicador
electronico

VACiO

Cromatografo Espectro
de gases de masas

Figura 6. Esquema de un cromatégrafo de gases (CG) acoplado a un espectrémetro de masas
(EM).
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La conectividad entre éstas técnicas se consigue facilmente gracias a que ambas
trabajan en fase gaseosa y requieren una cantidad muy pequefia de muestra para realizar el
analisis. La interfase debe transferir cuantitativamente todo el analito y reducir el flujo de
gas portador para obtener un vacio apropiado para que pueda operar el espectrometro de
masas. El Unico obstdculo que presenta este acoplamiento directo es la diferencia de
presiones entre: atmosférica a la salida de la columna y un alto vacio a la entrada del
espectrometro de masas, pero se solventa con el empleo de columnas capilares que al
requerir flujos de gas portador de solo 1-2 ml/min, son tolerados perfectamente por el
espectrometro de masas. El gas portador a emplear debe ser facilmente eliminable de la
fuente idnica y no debe reaccionar con la muestra ni interferir en su espectro, siendo Helio

el més frecuentemente empleado.

1.9.2 indices de retencion

La identificacion de algunos componentes por CG-EM a veces no es posible, pues
algunos compuestos se encuentran en cantidades infimas (en el orden de los ng), o bien
generan espectros similares, no siempre faciles de interpretar, y en el caso de isémeros
estructurales proveen poca informacion. Por lo tanto, una alternativa ha sido el uso de los
indices de Retencion en CG, comparando el indice de retencion del compuesto desconocido
con patrones de los posibles compuestos, en dos 0 mas columnas cromatogréaficas con fases
estacionarias de diferente polaridad, esto reduce las posibles estructuras que corresponde al
compuesto observado en la muestra. En el caso que no se disponga en el laboratorio los
estandares para realizar esta comparacion, se recurre a tablas de Indices de Retencion
publicadas en la literatura, siempre tomando en consideracién las condiciones bajo las
cuales se ha llevado a cabo el analisis.

El sistema de indices de retencién fue introducido por Kovats (1958), siendo el
parametro practico méas aceptado para la caracterizacion de la retencion de solutos. Este
parametro expresa la retencion relativa de un compuesto con respecto a sus homologos n-
alcanos examinados bajo las mismas condiciones experimentales. El indice de retencion de
un compuesto en particular es definido como el nimero de carbono por 100 de unn-alcano
hipotetico que ha dado exactamente el mismo valor de retencion del compuesto de interés

medido bajo condiciones identicas (Kovats 1958).
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La ecuacion (1), constituye la definicibn dada por Kovats (1965), expresada
considerando el tiempo de retencion ajustado (tr’), el cual esta dado por la diferencia entre
el tiempo de retencién neto de un compuesto (tr) y el tiempo muerto (tv); y utiliza los tr’ de

n-alcanos consecutivos:

logtr', —logtr',

Iy =100n + 100 (1)

logtr' ., —logtr'

Donde tr’ x, tr’n Y tr’y+1 Son los tiempos de retencion ajustados del analito y de los n.-
alcanos que poseen n'y n+1 atomos de carbono.

Los indices de retencion de los n-alcanos usados como compuestos de referencia
son por definicion igual a 100n para cualquier fase estacionaria y a cualquier temperatura
de columna. Con este método, la retencion relativa de una sustancia no esta referida a un
simple compuesto, sino que estd dada en relacion a los términos obtenidos por los
miembros de una serie de referencia homdloga, asi pues, al tener tiempos de retencion
cercanos al compuesto de interés se minimizan los errores en estas medidas.

La ecuacion antes descrita estd basada en la relacion existente entre la retencion
ajustada y el nimero de atomos de carbono para los miembros de una serie homdloga,

como se muestra en la ecuacion (2), que representa una linea recta:

logtr' =a+bn (2)

Donde n es el nimero de atomos de carbono y a y b son constantes.

La curva de los n-alcanos, por lo general, se ajusta a la ecuacion (2), es decir es
lineal, excepto para los primeros siete miembros de la serie homdloga. La razén es que los
n-alcanos de bajo ndimero de atomos de carbono, especificamente los primeros seis
miembros de la serie homologa, contienen diferentes tipos de enlaces individuales e
interactian de formas diferentes con la fase estacionaria. La desviacion de la linealidad
decrece del metano al hexano. La relacion lineal empieza a partir de C;, desde el cual, cada
molécula de alcano contiene el mismo tipo de enlace y difieren entre si solo en el nimero

de enlaces. (Ver Figura 7).
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Figura 7. Grafico de log tr’ vs el nimero de 4tomos de carbono de la molécula para la serie

homologa de n-alcanos (Fuente: Kovats 1965).

La pendiente y el intercepto son obtenidos aplicando el método de minimos
cuadrados para los valores de retencion de los n-alcanos. La interpolacion matematica de la
linea recta es también usada para el célculo del indice de retencion. Una estricta aplicacion
de la ecuacion 1 reduce los efectos observados por la curvatura del grafico tr, vs n, de
manera que esta curvatura puede considerarse como insignificante para dos o tres términos
contiguos de la serie homdloga.

Solamente un valor de indice de retencion puede corresponder a una estructura
quimica particular bajo condiciones determinadas, sin embargo, lo contrario de esta
afirmacion no es cierto; varias estructuras quimicas pueden corresponder a un mismo indice
de retencion dadas ciertas condiciones. Asi mismo, en la identificacion o eliminacion de un
pico con la ayuda de los indices de retencion, una determinacion simple (sobre una
columna a una determinada temperatura) no es suficiente, tal es el caso de los indices de
retencion de isémeros los cuales suelen ser muy similares. Un grupo de indices de
retencion, particularmente determinados sobre dos o mas columnas de diferente polaridad,
pueden al menos reducir los compuestos posibles a unas pocas estructuras (Margues y col.
2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1 OBJETIVOS

General

e Identificar, determinar la dinamica de colonizacion y caracterizar hidrocarburos

cuticulares de dipteros de interés forense, en cadaveres de cerdos (Sus scrofa L.).
Especificos

e Identificar dipteros y otros artropodos asociados a cadaveres de cerdos (Sus scrofa
L.), utilizando taxonomia clésica.

e Determinar la dindmica de colonizacion de los dipteros y otros artrépodos en las
distintas etapas de descomposicién de los cadaveres de cerdos (Sus scrofa L.).

e Analizar e identificar los hidrocarburos cuticulares presentes en dipteros que
colonizan cadaveres de cerdos (Sus scrofa L).

e Determinar la aplicabilidad del uso de los hidrocarburos cuticulares para la
identificacion taxondmica de las especies de dipteros, asociados a los cuerpos de

cerdos en descomposicion.

2.2 JUSTIFICACION

Los dipteros son insectos megadiversos y algunas de sus especies son cosmopolitas.
Posee varias familias cuyas especies son de interés forense, ya que son excelentes
indicadores para la determinacion del IPM a traves del estudio sobre su desarrollo.

Algunos trabajos preliminares se han realizado en el pais utilizando una variedad de
modelos bioldgicos de experimentacion, con el fin de conocer la diversidad de insectos
asociados; sin embargo, es necesario disefiar otros experimentos alternativos para el estudio
de estos insectos necrofagos, conocer la fauna asociada a distintos ambientes y zonas de
trabajo, su dindmica de colonizacion y crear una base de datos con las especies asociadas a

las distintas regiones y su variacion temporal.
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Una alternativa de estudio cuya efectividad ha sido comprobada para conocer sobre
la diversidad de especies de dipteros asociados a los cadaveres y su dinamica de
colonizacion, lo constituye el uso de cadaveres de cerdos como modelo bioldgico de
experimentacion. El estudio de los insectos en cadaveres de cerdo ha sido de gran interés al
ser éste un excelente modelo por sus caracteristicas fisioldgicas parecidas a los seres
humanos. La identificacion de las especies asociadas a cerdos en descomposicion es posible
mediante el uso de claves taxondmicas, asi como también mediante analisis
qguimiotaxonomicos de los hidrocarburos cuticulares presentes en los insectos. Esta Gltima
técnica permite contribuir al desarrollo de la entomologia forense en el pais al contar con
una nueva herramienta de identificacion de posibles especies cripticas que se puedan
presentar en el trabajo.

El analisis de los hidrocarburos cuticulares, compuestos presentes cominmente en
los insectos, ha demostrado ser de gran utilidad en la identificacion de las especies, pues se
presentan diferencias en la composicion y la abundancia, pudiendo de tal modo
diferenciarse por los componentes que lo constituyen. Soto y col. (2011) en su
investigacion encontraron diferencias en la composicion quimica en las cuticulas de dos
especies de &caros, Tetranychus urticae y Tetranychus evansi.

La identificacion de los componentes de los HC de los insectos encontrados en
cadaveres en descomposicion permitird posteriormente crear una base de datos para las
especies analizadas y asi puedan ser empleados, junto a claves taxonémicas, como aspectos
caracteristicos de las especies, haciendo de tal manera méas facil, segura y répida la
identificacion.
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ANTECEDENTES

3.1 Insectos y su asociacion a cadaveres

El primer caso documentado de entomologia forense fue tras la muerte de Sung
TEU en el siglo XIII, en el que se describe un caso de apufialamiento. El investigador hizo
colocar a todos los trabajadores sus herramientas de trabajo (hoz) en el suelo, en una de
ellas, tras los rastros invisibles de la sangre, se posaron moscas sobre dicho instrumento.
Posterior a ese acontecimiento el mismo duefio confesé su delito. En los siglos XVIII y
XIX, durante las exhumaciones en Francia, los médicos observaron la presencia de
artrépodos habitando en los cuerpos enterrados.

El doctor Jean Pierre Mégnin comenz6 a desarrollar su teoria de las olas de vida de
los insectos en los cadaveres, publicando en 1894 su libro mas importante “La faune des
Cadaveres”, en el mismo expuso que los insectos asociados a los cadaveres estan presentes
en ocho oleadas de sucesion. Ademas de avanzar en la ciencia de la entomologia forense,
contribuy6 al conocimiento de la fauna de artropodos de las tumbas, la fauna y la flora
general de los cuerpos momificados.

Inspirados por Mégnin, en 1895 los investigadores canadienses Wyatt Johnston y
Geoffrey Villeneuve, comenzaron una serie de estudios sisteméticos sobre la entomologia
forense en seres humanos.

En los afios 1899 y 1900, el médico forense Eduad Ritter von Niezabitowski, del
Instituto de Medicina Legal de la Universidad de Cracovia, realizé experimentos utilizando
fetos abortados y cadaveres de otros animales, como perros, gatos, zorros y ratas. Sus
observaciones describen la presencia de las moscas Califéridas: Lucilia caesar,
Sarcophaga carnaria y Piophila nigriceps y Coledpteros como Silpha y Dermestes. Su
importante contribucion en el campo experimental demuestra que cadaveres humanos
comparten la misma fauna de cadaveres animales, vertebrados e invertebrados
(Niezabiotwski 1902).

Entre los afios 1960 y mediados de 1980, la entomologia forense se mantuvo
principalmente por médicos como el doctor Marcel Leclecq (Bélgica) y el profesor de
biologia Pekka Nuorteva (Finlandia). Nuorteva trabajaba principalmente con la ecologia y

sinantropia de las moscas, su trabajo no es dedicado exclusivamente a la entomologia
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forense.

Desde entonces, la investigacion basica y la aplicacion avanzada de la entomologia
forense en los EE.UU, Rusia, Canada, Francia y Japon, asi como trabajos en otros paises
como Inglaterra y la India, han abierto el camino a que sean tareas de rutina. Por ahora, los
investigadores de todo el mundo utilizan la entomologia en la investigacion criminal
incluyendo el asesinato y otros casos de alto perfil.

Son varios los trabajos que recientemente se han realizado sobre la Entomologia
Forense. En Espafia, Castillo (2001) se encargd de estudiar los artropodos presentes en
carrofia de cerdos en la comarca de La Litera (Huesca), en las que recolectaron artrépodos
pertenecientes a ocho Ordenes distintos, de los que identificaron 273 taxones de 73
familias.

Magana (2001), en su trabajo “La entomologia forense y su aplicacion a la
medicina legal. Data de muerte”, detalla la valiosa ayuda de esta ciencia para fijar la data
de la muerte en ciertos casos, asi como otros aspectos relacionados con las circunstancias
de la muerte y el lugar de los hechos.

Asi mismo en Espafia, Garcia-Rojo (2004) realiz6 un estudio de la sucesién de
insectos en cadaveres de cerdos en Alcald de Henares, en primavera. Utilizando tres cerdos
como modelo animal para la investigacion, en un area peri-urbana, establecid la sucesién
de insectos que invaden a dichos cadaveres, elaborando una base de datos con las especies
de interés forense capturadas, siendo de gran utilidad para la estimacion del intervalo
postmortem. Encontré que especies como Lucilia sericata y Calliphora vicina, fueron las
colonizadoras primarias del recurso y los dipteros adultos de las especies Chrysomya
albiceps y la familia Sarcophagidae accedieron a los cadaveres como colonizadores
secundarios.

Pellitero y Salofia-Bordas (2007), presentan los primeros resultados de califéridos
(Diptera, Calliphoridae) de interés forense recogidos en el entorno universitario del
campus de Leioa (Vizcaya, Espafia). Empleando trampas con rifion de cerdos como
sustrato, identificaron un total de tres géneros y nueve especies, destacando la abundancia
de Calliphora vicina (28 %) y Lucilia caesar (33 %), constituyendo entre ambas mas de la
mitad del total de ejemplares identificados y siendo C. vicina la especie mas abundante en
los meses invernales, mientras que L. caesar alcanzo su maxima poblacion en los meses

pertenecientes al periodo estival (clima calido).
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En Latinoamérica los estudios sobre entomologia forense comienzan a ser mas
abundantes a partir del nuevo milenio. Por ejemplo, Carvalho y col. (2004) realizaron un
estudio de observacion de la sucesion de insectos necrofagos en cadaveres de cerdos en un
area urbana en Brasil. Colocaron cadaveres de cerdos expuestos a condiciones naturales en
un bosque en Sao Paulo; 4 familias de 36 recolectadas fueron consideradas de interés
forense, entre esas: Calliphoridae, Sarcophagidae y Muscidae (Diptera) y Dermestidae
(Coleoptera).

Por su parte, Oliveira y Mello-Patiu (2004) estudiaron la aplicacion de la
entomologia forense en la estimacion del intervalo postmortem en investigaciones de
homicidios, realizadas por el Departamento de Policia de Rio de Janeiro, en Brasil. En dos
casos la estimacion del IPM fue basado en la biologia de Chrysomya megacephala y
Cochliomyia macellaria.

En Costa Rica, Calderon y col. (2005) estudiaron la sucesion de larvas de
muscoideos durante la degradacion cadavérica de 3 conejos “New Zeland” en un bosque
premontano humedo tropical. Esto les permitio establecer que existe una variacion en la
composicion de la entomofauna asociada a las fases de la descomposicion; también
describen que las especies de la familia Calliphoridae fueron buenos indicadores de la fase
coagulativa.

En el mismo afo, se realizd una determinacion de la entomofauna asociada a
cadaveres de tres cerdos vestidos (prendas de vestir), en el puerto de Vacamonte, en
Panama. Garceés y col. (2004) registraron cuatro estados de descomposicién y un total de 50
especies, incluidas en 28 géneros y 8 oOrdenes. Los dipteros de la familia Calliphoridae:
Cochliomyia macellaria, Chrysomya rufifacies y C. megacephala, y los Sarcophagidae:
Peckia gulo y P. intermutans fueron los primeros en arribar sobre los cadaveres.

Horenstein y col. (2005), desarrollaron un estudio preliminar de la comunidad de
artrépodos entomosarcosaprofagos, en Argentina. Empleando como dispositivos de
recolecta una trampa de Schoenly modificada, cebada con un cadaver de ave, recolectaron
un total de 3427 artrépodos adultos y 456 inmaduros, identificando como diptero primario
a la especie Phaenicia sericata;Chrysomya albicepsmostrd una distribucion tipica de
diptero secundario

Yusseff (2006) analiza los insectos en la escena del crimen, indicando, ademas, que

en Colombia son pocos los trabajos sobre el area de la entomologia forense.
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Oliva (2007) realizdé un estudio de la frecuencia y la distribucién temporal de
moscas cadaveéricas (Diptera) en la ciudad de Buenos Aires, con un total de 407 peritajes
entre los afios 1995-2005, confirmando la predominancia de Calliphora. vicinadesde otofio
hasta la primavera y de P. sericata en verano.

En un trabajo sobre insectos de interés forense de Buenos Aires (Argentina)
realizado por Oliva (2004) con muestras obtenidas de pericias entomoldgicas y en un curso
de cria de insectos en dicho pais, obtuvo datos sobre tres especies relacionadas con la
sucesion faunistica cadavérica. Ofreciendo por primera vez tiempos de desarrollo para
Spiniphora bergenstammi y Puliciphora rufipes y Megaselia scalaris.

En el afio 2001, Oliva, en su trabajo “Insectos de importancia forense en
Argentina”, haciendo muestras de experticias forenses y utilizando trampas con cebos de
carne de res, mostro que las especies que dominan (Calliphora vicina y Phaenicia sericata)
presentaron diferencias en el comportamiento en cada zona latitudinal. Las moscas
Cochliomyia macellaria y Chysomya albiceps, fueron encontradas en el interior de
cadaveres y en cuerpos al aire libre, asi como también asociados otros insectos entre los que
se destacan Dermestidos y Silfidos (Coleoptera).

Carvalho y Mello-Patiu (2008) ofrecen una clave para dipteros adultos de interés
forense en América del Sur. Fue realizada para 12 familias de dipteros cuyas especies
fueron encontradas en cuerpos humanos.

Buenaventura y col. (2009) estudiaron los Sarcophagidae (Diptera) de importancia
forense en Colombia, realizando claves taxondmicas, notas sobre su biologia vy
distribucion. A través del estudio con tejidos de cerdos y humanos en descomposicion
lograron identificar 16 géneros asociados.

Aballay y col. (2011) realizaron un estudio sobre Sarcophagidae (Diptera) de
importancia forense en la puna de Catamarca, Argentina, utilizando cadaveres de cerdos
dispuestos en sol y sombra; recolectaron 597 individuos pertenecientes a 5 especies de
Sarcophagidae. Asi mismo, determinaron que la ovoviviparidad representa una ventaja en
condiciones de extrema aridez.

Beltran y Villa (2011), desarrollaron un estudio de la sucesion de insectos en seis
cadaveres de ratas en un bosque himedo Premontano, en Colombia. Encontraron que la
especie Lucilia peruvianase constituyd una de las especies colonizadoras y una de las méas

abundantes y Lucilia eximia, presenté el mayor nimero de individuos. Corroboraron el
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patron sucesional en los insectos, con los 6rdenes que se presentaron y el tiempo de
aparicion de cada una de las especies.

Amat y col. (2013) estudiaron la variacion temporal de la abundancia en familias
de moscas carrofieras (Diptera: Calyptratae) en un valle andino antropizado de Colombia.
Utilizando trampas Van Someren-Rydon cebadas con visceras de pollo y cabezas de
pescado,encontraron un total de 33834 moscas, representando a las familias Calliphoridae
(39 %), Sarcophagidae (23 %), Fanniidae (18 %), Muscidae (16 %) y otras (4 %).

Son pocos los trabajos realizados en Venezuela, relacionados a la Entomologia
Forense. Uno de los primeros fue realizado por Marvéres-Cardozo y col (2005), quienes
realizaron una investigacion y revision sobre la entomologia forense en el neotrdpico.
Haciendo una recopilacién bibliografica y comparando los resultados con los obtenidos con
cadaveres de pequefios mamiferos en el estado Zulia (Venezuela), concluyen que
Chrysomya sp., fue la especie dominante sobre los otros dipteros. Posteriormente, Liria
(2006) realiza un estudio de los insectos de importancia forense en cadaveres de ratas de
laboratorio, en Carabobo, Venezuela. Encontré que el orden Diptera fue el mas abundante,
representado por un (94,2 %) seguido por Coleoptera e Hymenoptera (0,2 %).

Magafia y col. (2006) realizaron un estudio preliminar de la fauna de insectos
asociada a cadaveres de ratas albinas y conejos, en Maracay, Venezuela. Encontraron que
estaba conformada principalmente por dipteros (Calliphoridae, Sarcophagidae y Muscidae)
y coledpteros (Dermestidae y Cleridae).

Véasquez y Liria (2012), realizaron un estudio de la morfometria geométrica alar
para la identificacion de dos especies de importancia forense como lo son Chrysomya
albiceps y C. megacephala, pertenecientes al orden Diptera y familia Calliphoridae.
Fotografiaron 168 alas de C. albiceps (n= 11) y C. megacephala (n= 57) y registraron
configuraciones de coordenadas (x,y). El analisis estadistico encontr diferencias en el
tamafio isométrico del ala, encontrando que las principales diferencias entre ambas
especies: ruptura de la subcosta, union de R2+3 con el borde del ala, entre otras
caracteristicas, que confirma que la morfometria alar es una herramienta idonea en la
discriminacion de especies de Calliphoridae.

Nufiez y Liria (2014), utilizando visceras de res, efectuaron recientemente un
estudio sobre la secuencia sucesional de especies de importancia forense en el estado

Carabobo (Venezuela). Obtuvieron 127 individuos adultos de Diptera pertenecientes a las
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familias Calliphoridae (67,9 %) (Chrysomya megacephala, C. albiceps, Lucilia cuprina
Cochliomyia macellaria), Muscidae (23,1 %), Piophilidae (5,3 %) y Sarcophagidae (3,7
%), ademas de 7 ejemplares de Colepotera pertenecientes a las familias Dermestidae

(Dermestes maculatus) y Cleridae (Necrobia rufipes).

3.2 Hidrocarburos cuticulares en insectos

El estudio de los Hidrocarburos Cuticulares en insectos ha sido estudiado hace ya
algun tiempo, un ejemplo es el caso de Bagnéres y Morgan (1990), quienes disefiaron un
método sencillo para el analisis de los hidrocarburos cuticulares de cinco especies de
hormigas (Formica selysi, Manica rubida y Myrmica rubra), un adulto de Tenebrio molitor
(Coleoptera: Tenebrionidae), y una especie de diptero adulto de Calliphora vomitoria
(Diptera: Calliphoridae). Introduciendo las muestras en capilares de vidrio y analizados
utilizando un cromatografo de gases acoplado con un espectrometro de masas, encontraron
que para las cinco especies estudiadas, las mismas mezclas de hidrocarburos se encuentran
en todas las partes del cuerpo, estos principios aplican tanto para los insectos sociales y no
sociales de los tres 6rdenes estudiados.

Roux y col. (2008), realizaron un estudio ontogenético de tres califéridos de
importancia forense a través del andlisis de los hidrocarburos cuticulares. Las especies
Calliphora vomitoria, Calliphora vicina y Protophormia terraenovae, fueron analizadas
por cromatografia de gases, examinando estados desde huevo, hasta adultos mayores. Los
perfiles de hidrocarburos revelaron que los alcanos lineales impares dominan en las tres
especies. Mediante un andlisis discriminante de los perfiles de hidrocarburos, se muestra
una clara diferencia entre los diferentes estados. Por medio de este estudio pudieron
concluir que el IPM puede ser determinado por la composicion de hidrocarburos cuticulares
en la cuticula de los dipteros de la familia Calliphoridae en situaciones forenses.

Por su parte Kather y col., (2012), desarrollaron una descripcién sobre los perfiles
de hidrocarburos cuticulares como una herramienta taxondmica. Esta revision resume no
solo como los taxénomos pueden diferenciar especies basandose en los perfiles de
hidrocarburos, sino el incentivo para el uso de la composicion de hidrocarburos cuticulares

como una herramienta de uso taxondmico. Expone las ventajas respecto a la identificacion
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de especies cripticas y los primeros signos de aislamiento reproductivo, dando ejemplo de
los estudios de taxonomia, el comportamiento y la biosintesis. Asi como también los
posibles problemas causados por efectos ambientales, la variacion intraespecifica en los

perfiles y sugerencias en cuanto a su prevencion.

Motivados por los trabajos realizados en esta area, y al ver que no estd muy
desarrollada en el pais, decidimos llevar a cabo este proyecto con la idea de incrementar los
conocimientos de los insectos asociados a cuerpos en descomposicion, utilizando cerdos
como modelo bioldgico de experimentacion, asi como también el estudio del anélisis de los
hidrocarburos cuticulares de los dipteros como una posible técnica de identificacion de

insectos de interés forense.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 DISENO EXPERIMENTAL

4.1.1 Zona de estudio

La parte experimental se realizo en una Finca de 9ha, parcela La Conejera, ubicada
en el sector Paragua, Colonia Mendoza, municipio Tomas Lander, Ocumare del Tuy,
estado Miranda, Venezuela (Figura 8a). Con coordenadas 10°05°55.98’N vy
66°49°25°.66°°0, altitud de 455 m.s.n.m., precipitacion total anual de 1200 mm, una
temperatura méxima media anual de 30 °C, una temperatura minima media anual de 18 °C,
resultando en una temperatura media anual de 24 °C. Los ensayos fueron realizados en un
terreno que tiene 15° de inclinacion (Figura 8b), donde fueron colocadas las jaulas
separadas a una distancia de 5 m entre ellas (Fig. 10), que contaba con un tipo de
vegetacion, segun Holdridge (1967), de bosque deciduo, presentando una asociacion
matorral herbazal. Al terreno dispuesto para la instalacion de las jaulas, se le realizd una
limpieza dejandolo desprovisto de vegetacion, esto con el fin de mantener todas las jaulas

bajo las mismas condiciones de incidencia de luz y oscuridad (Figs. 8b y 10).
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Google Maps-© 2014 Google.

Google Maps-@ 2014 Google.

Figura 8. Zona de estudio a) Vista satelital del sitio de muestreo.Imagen tomada y modificada de
Google Maps-© 2014 Google. b) Vista aérea de la disposicion de las jaulas en el entorno
paisajistico.
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4.1.2 Modelo bioldgico de experimentacion

Se emplearon como modelos experimentales, 15 cerdos domésticos Sus scrofa
Linnaeus con pesos entre 4,0 Kg y 10,4 Kg, obtenidos de una empresa beneficiadora de
cerdos. Los cerdos se sacrificaron mediante una técnica de traumatismo contundente y
postriormente los cerdos se colocaron en posicion lateral en sus respectivas jaulas lo més
rapido posible para disminuir el marco de tiempo entre las muertes de los animales. La
recolecta de los insectos en los cuerpos comenzé a las 24 h posteriores a la muerte de los
cerdos y concluyé a los 15 dias posteriores, correspondiente al numero de cerdos
evaluados.

Los trabajadores de la finca se encargaron de sacrificar a los cerdos. Para cada
cerdo se registro el peso, longitud y temperatura corporal externa antes de introducirlos en
las jaulas ispuestas en el terreno mediante un termometro digital Black & Decker modelo
TLD100 (Tabla 2).

Tabla 2. Registro de peso, longitud y temperatura externa de los cadaveres de cerdos (Sus

scrofa L.) una vez sacrificados.

Temperatura externa

Dia Peso (Kg) Longitud (Cm) (°C)
1 4 45 38,1
2 4,02 47 36,6
3 4,25 51 37,6
4 4,48 52 37,8
5 4,56 48 36,7
6 4,7 52 35,2
7 4,97 52 38,3
8 5,46 55 36,7
9 5,78 55 36

10 7,22 63 35,1

11 7,96 55 36,2

12 8,29 67 36,8

13 8,71 67 36,7

14 9,24 66 35,5

15 10,38 67 32,5
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4.1.3 Diseiio de las jaulas

Las jaulas utilizadas para porteger a los cadaveres de posibles carrofieros
vertebrados se contruyeron con madera y mallas metélicas de 1 m largo x 0,5 m ancho x
0,5 m alto (Figuras 9 y 10).

Debido a las condiciones de lluvia durante las fechas de trabajo, para proteger a las
especies asociadas al cadaver y la posible pérdida del material, sobre dichas jaulas fueron
colocados techos de plastico, sujetos al suelo por medio de dos estacas.

Las jaulas se encontraban separadas una distancia de 5m entre ellas, distribuidas a
lo largo del terreno de arriba hacia abajo en el sentido de la pendiente formando lineas
horizontales; 2 jaulas en la primera linea, 3 jaulas en la segunda linea, 4 jaulas en la tercera
linea, 3 jaulas en la cuarta linea y finalmente 2 jaulas en la quinta y Gltima linea (Figura
10).

Figura 9. Disefio de las jaulas para experimentacion.
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Figura 10. Disposicién de las jaulas con los cerdos en el campo.

4.2 RECOLECTA DE ESPECIMENES

La recolecta de los insectos se efectu6 diariamente como un muestreo sin
reemplazo, en donde cada cerdo representd un dia de experimentacion, con un total de 15
cerdos correspondientes a los respectivos 15 dias del desarrollo del trabajo. De esta manera
la recolecta de los insectos en un cerdo no afect6 la secuencia de la experimentacion, al no
haber modificacion de los otros cadaveres. Con este método se evitdé modificar el
microambiente que representa cada cadaver, asi como el desarrollo de los insectos que lo
colonizan.

Los muestreos en campo se iniciaron el 15 de Junio del afio 2013 y se continuaron
durante los 15 dias posteriores. Las recolectas del material biolégico se realizaron cada dia,
entre la 13:00 y 16:00 horas.

Siguiendo el protocolo previamente establecido, al llegar a la zona de trabajo y
antes de proceder a los muestreos, se tomaron los datos diarios de temperatura ambiente y
humedad relativa, mediante un termohigrémetro digital con sonda marca Minipa modelo
MT-242, la precipitacion mediante un pluviometro casero disefiado con un envase de

plastico y un embudo con una boquilla de 9cm de didmetro , el volumen fue medido

67



mediante un cilindro graduado; seguidamente se tomaron notas sobre la nubosidad o
cualquier otra incidencia, asi como también se realizaron registros fotograficos utilizando
una camara digital.

Posteriormente se realizaron las capturas de los artrépodos voladores mediante el
empleo de mallas entomoldgicas. La recolecta se centrd especificamente en ejemplares del
orden Diptera, no obstante se realizaron la capturas de otros grupos cuya presencia en los
cadaveres pudieran ofrecer informacion adicional. Previamente se retiraba el techo y la
jaula que cubria al cerdo a muestrear, y se ubicaron en un sector del terreno alejado del
resto de las jaulas. La abertura de la malla entomoldgica se colocé sobre el cadaver para
que las moscas subieran solas. Los individuos capturados se colocaron en bolsas plasticas
aireadas y se mantuvieron bajo refrigeracion para su posterior determinacion taxonémica
(Figura 11a).

Posteriormente se procedi6 aregistrar el estado de descomposicién y la temperatura
externa del cadaver, mediante un termometro digital Black & Decker modelo TLD100, asi
comoel de las masas larvarias en los estados en los que estuvieran presentes, mediante un
termometro de mercurio de hasta 250 °C.

Las larvas de Diptera y Coleoptera, se recolectaron con pinzas entomoldgicas,
cucharillas y pinceles (Figura 11b). Los ejemplares fueron colocados en envases de
plastico y como sustrato alimentarioio se adicionaron restos del cadaver del cerdo, y
fueron trasladados al laboratorio para la cria.

Los adultos recién emergidos fueron capturados manualmente empleando pinzas
entomoldgicas. Finalmente, la recoleccion de las pupas se realizd cavando con una pala de
jardinero a una profundidad entre 5-10 cm debajo del cadaver y alrededor del mismo, y
luego fueron colocadas en los envases dispuestos para la cria, con orificios en la parte
superior que permitian la entrada de aire a su interior.

También se recogieron muestras de tierra de la zona situada debajo del cuerpo
muerto para poder recolectar la fauna presente. Todas estas muestras se recogieron
diariamente a los fines de establecer el momento de colonizacion y la presencia de los

distintos grupos de artropodos en el cadaver.
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Figura 11. Recolecta y captura de insectos a) Captura de dipteros adultos. b) Recolecta de
inmaduros del cadaver.

Parte de las larvas recolectadas del cadaver fueron hervidas durante 1-3 min y
posteriormente colocadas en envases con Etanol al 70 %; esta operacidn resulta ser
importante para evitar la retraccion del tejido larvario y el oscurecimiento de los ejemplares
y favorece su identificacion taxondmica. La otra parte de larvas se crid hasta la obtencion
de los adultos. La cria de estasse realizd mediante el empleo de cAmaras de cria caseras
(Figura 12a y b) utilizando envases plasticos de 26 oz. Dichos envases contenian en su
parte interior una base de aserrin (3-4 cm), que proporciono un espacio para la migracién de
las larvas para su pupacion. Sobre la mencionada base estaba dispuesto un “saco” o bolsa
de aluminioque contenia el alimento para las larvas. Finalmente, para permitir la entrada de
aire al interior de la camara, asi como para evitar la huida de las larvas, de los adultos
emergentes, y también para evitar la incorporacion de otros dipteros o himendpteros
parasiticos al interior del envase, en la tapa del mismo se realiz6 una abertura central de
8cm de diametro y se le colocé una malla de tela tipo dopiovelo, la cual se sujetd al borde
de la abertura con el uso de silicon.

Diariamente, durante en el proceso de cria de los dipteros inmaduros, se realizo el
chequeo de los envases en la mafiana y en la tarde, manteniéndolas con alimento hasta que
alcanzaron su estado adulto.

Para la cria de pupas se utilizaron envases de 8 0z, con una capa de 2 cm de aserrin,
en la parte superior del envase se coloco la tapa descrita anteriormente, para permitir la

entrada de aire al interior (Figura 12c).
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Figura 12. Camaras para la cria de dipteros inmaduros. A) Ubicacion de las camaras de crias de

inmaduros de dipteros. B) Envases de cria de adultos y muestra del termo-higrometro digital. C)

Envases de cria de pupas de dipteros.

Los envases con las muestras fueron colocados en el laboratorio para la cria. Este
laboratorio fue improvisado en un espacio correspondiente a una habitacion exterior en una
casa de la urbanizacion el Ave Maria, manzana 71, en los Valles del Tuy, Estado Miranda,
(Figura 13). Dicha habitacién, de aproximadamente 5 m? contaba con ventilacién
suficiente para mantener las condiciones de temperatura lo méas estable posible, asi como
también con un extractor de aire, que mantenia las condiciones de temperatura y olores

estables. Se mantuvo un seguimiento diario de las condiciones de temperaturas y humedad,
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asi como el control de luz, donde las crias se mantuvieron bajo 12 h de luz y 12 h de
oscuridad.

La cria de los adultos se llevo a cabo en el laboratorio improvisado disponible.
Mediante el empleo de camaras de cria, los dipteros inmaduros se mantenian hasta su
eclosion a adultos. En el caso de los huevos y larvas, estos eran mantenidos con sustrato
alimenticio (carne de cerdo), el cual era constantemente chequeado para evitar competencia
entre los individuos contenidos en los envases. Una vez avanzaba su estado de desarrollo al
siguiente estadio (Pupas), estas se encontraban enterradas en la capa de aserrin hasta el
momento de su eclosion. Los individuos adultos recién emergidos eran extraidos de los
envases y colocados en bolsas aireadas con algodon remojado en agua azucarada,
manteniéndolas en alimentacion por un dia de vida y finalmente colocadas bajo

refrigeracion.

Figura 13. Adultos emergidos, mantenidas por un dia de vida.

4.2.1 Determinacién taxonémica de los ejemplares recolectados.

Una vez emergidos los dipteros adultos, se realiz6 la determinacion taxonémica de
los ejemplaresde las familias Calliphoridae, Sarcophagidae y Muscidae obtenidos,
mediante el uso de claves taxondmicas, siguiendo los trabajos de McAlpine y col. (1987),
Stehr (1991), Arnett y col. (2002), Triplehorn y Jhonson (2005), Amat y col. (2008), Amat
(2009), Barros de Carvalho y Mello-Patiu (2008), Buenaventura y Pape (2013), Florez y
Wolf (2009), Kosmann y col. (2013) y Whitworth (2006).
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La determinacion taxondmica fue realizada por el Profesor Rubén Candia del
Laboratorio de Invertebrados del Centro Museo de la UCV del Instituto de Zoologia y
Ecologia Tropical, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela, y por la Lic.
Arianna Thomas del Centro de Ecologia del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC). Los ejemplares fueron confinados previamente en cdmara himeda para
el reblandecimiento de sus partes corporales y apéndices, especialmente de la genitalia de
los machos.

Posteriormente se procedié a la identificacion de los deméas ejemplares de insectos
asociados a los cerdos en descomposicién, especialmente los del orden Coleoptera.

Una vez identificado todo el material se procedioé a establecer el patron de sucesion
de los insectos, ubicandolos cronolégicamente en cada uno de los cinco estados de
descomposicion determinados. Se realizd una base de datos y una matriz de presencia-
ausencia para cada una de las fases de descomposicion (Wells y La Motte, 2001). El patron
de sucesion obtenido se comparé con el de trabajos previos realizados en Venezuela y otros
paises (Castillo, 2002; Arnaldos y col., 2001, Nufiez y Liria 2014).

4.3 PREPARACION DE MUESTRAS SOLIDAS PARA ANALISIS QUIMICO

Se utilizo la técnica de muestras sélidas para el aislamiento de los componentes de los
Hidrocarburos Cuticulares. Este método es idoneo, sencillo y rapido, muy recomendable
para este tipo de estudios. Al presentarse en la cuticula de los insectos hidrocarburos que no
son muy volatiles, se analiza la muestra o parte del insecto entero, y al no tener dilucién de
la muestra ni pérdida del material, no hay riesgo de pérdida de analitos.

Los diferentes especimenes de dipteros de las distintas familias fueron disecados bajo
una lupa estereoscépica marca Wild Heerbrugg, modelo M-10.Los capilares utilizados para
colocar las muestras para analisis quimico son de vidrio blando, marca Doles, que fueron
previamente cortados al tamafio de interés (Figura 14a) y posteriormente lavados con
isopropanol, seguidamente con n-hexano. Los capilares luego fueron colocados en la estufa
para evaporar dichos solventes. Una vez secos los capilares, se sellé uno de los extremos
del mismo usando una microllama generada en mechero (marca NimrodEurope, modelo
PT-200) (Figura 14b).
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Las moscas, previamente identificadas, se lavaron con agua destilada y se procedié a
realizar el disecado (Figura 14c y d). Como primer paso se retird la cabeza, las alas y las
patas, y posteriormente la region abdominal. Una vez separado el térax de las otras regiones
del cuerpo, se le hizo un corte en el medio de la region toracica y se le retiré todo el
material interno. Los escleritos tordcicos se limpiaron con agua destilada, y luego se
colocaron sobre una toalla absorbente para retirar el exceso de agua destilada.
Posteriormente, a los escleritos toracicos se le realizaron cortes para generar fracciones de
menores dimensiones (aprox 1-3 mm), que permitieran introducirlos en el extremo abierto
del capilar, luego se sellé y se almaceno6 a -10 °C, hasta el momento del andlisis (Figura
14f).
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Figura 14. Preparacion de muestras del térax de dipteros de interés forense, asociado a cadaveres
de cerdos en descomposicion. A) Capilares de vidrio blando. B) Sellado de uno de los extremos del
capilar a utilizar. C) Lavado con agua destilada al diptero a avaluar. D) Separacion del térax del
resto de las partes del diptero. E) Introduccion de los escleritos tordcicos en el interior del capilar.
F) Capilar con muestra introducida. G) Sellado del extremo abierto del capilar con la muestra en el
interior. H) Rotulado de la muestra y colocacion del capilar en el vial para su posterior

almacenamiento en refrigeracion.

4.3.1 Andlisis de muestras sélidas por CG-EM

Los capilares con muestras sélidas de escleritos toracicos se analizaron en un
Cromatografo de Gases (CG, marca Agilent, modelo 7890A), acoplado a un Espectrémetro
de Masas (EM, marca Agilent, modelo 5975C), empleandolo en modo de ionizacion por
impacto electronico. Los parametros usados en el CG-EM fueron los que se presentan en la
Tabla 3.
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Tabla 3. Parametros usados en el analisis mediante CG-EM de los escleritos toracicos de

los dipteros.

Parametros

Valor ajustado o descripcion

Columna capilar

Gas de arrastre
Presion inyector
Temperatura inyector
Modo inyeccién
Flujo de venteo del inyector
Temperatura inicial horno
Gradiente de calentamiento 1
Temperatura interfase CG-EM
Modo de ionizacion
Modo de barrido
Intervalo de masas para barrido
Velocidad de barrido
Temperatura Fuente ionizacion

Temperatura Cuédruplo

5 % Fenil-95 % Metilsilicona — (DB5), 30 m;
0,25 mm DI; 0,25 um. Agilent Technologies

Hidrégeno
10,0 psi (constante)
310 °C
Sin division, con presion constante
50 ml/min
120 °C, sostenido 4 min
6 °C/min hasta 31 °C sostenido por 10min.
2°C
Impacto de electrones (70 eV)
SCAN
40 — 500 m/e
3,15 barridos/s
280 °C

150 °C

Los capilares preparados fueron lavados con n-hexano para eliminar cualquier
contaminante. Para el analisis de las muestras sélidas se instal6 en el puerto de inyeccion
del CG un inyector tipo Keele (Figura 15). El analisis de las muestras se realizo de la
siguiente manera: se introdujo el capilar con la muestra en el inyector Keele, el émbolo se
subio para permitir la entrada del capilar al interior. Luego se cerro el inyector y se inicio la

corrida de la muestra una vez el equipo mantuvo la presion en el inyector.
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Figura 15. Introduccién de la muestra sélida (capilar) en el inyector tipo Keele instalado en el

puerto de inyeccién del CG-EM.

También se inyectaron capilares con una mezcla de patrones de n-alcanos desde
C19-Co6, Cag, C30, Ca2, C36, Cag Y Cao €n 20 ppm, con la finalidad de determinar los indices
de retencién de Kovats de las muestras de los escleritos dispuestos para el andlisis (Tabla
4). Los patrones fueron pesados en una balanza analitica marca AND modelo GR-200 con

capacidad 210 g, resolucién 0,0001g y tamarfio del plato de 8 mm.
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Tabla 4. Concentracidn de patrones para determinacion de los indices de retencion de
Kovats de las muestras de los escleritos de dipteros dispuestos para el analisis.

Masa n-Hexano Concentracion
Carbono (9) (ml) (% miv)

Cio 0,0133 1 1,33
Cyo 0,0111 1 1,11
Co 0,0141 1 1,41
Cx 0,0103 1 1,03
Cas 0,0102 1 1,02
Cos 0,0106 1 1,06
Cos 0,0103 1 1,03
Coe 0,0106 1 1,06
Cos 0,0102 1 1,02
Cao 0,0103 1 1,03
Ca 0,0107 1 1,07
Css 0,01 2 0,5

Cas 0,0101 3 0,336
Cuo 0,01 3 0,333

4.4 ANALISIS ESTADISTICOS

Con la finalidad de observar la dinamica de colonizacion y asociacion de las
especies con las distintas etapas de la descomposicion (sucesion heterotrofica o
degradativa), se realiz6 un Andlisis de Seriacion restringida (Brower y Kile, 1988; Hammer
2014) de las especies de mayor importancia, basado en una matriz de presencia-ausencia
editada de los insectos de interés forense (Anexo 3). Para ello se utiliz6 el programa PAST.

Para visualizar las asociacionesentre las especies y con las distintas etapas de la
descomposicion, se realizaron dos analisis de agrupamiento (Analisis Cluster) basados en el
indice de similitud de Jaccard, uno para las especies y otro para las etapas (dias) de la
descomposicion. Se utilizé la misma matriz de presencia-ausencia editada (Anexo 3). Se
utilizo6 el programa PAST (Hammer 2014).

Por otro lado, para determinar los valores de las medias y desviaciones estandar de

las proporciones relativas de los hidrocarburos cuticulares de los dipteros analizados,
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inicialmente se aplico la prueba T de student, utilizando la funcion Prueba T de Microsoft
Excel ®, para la comparacion entre los dos grupos (Hembra y Macho) en cada uno de los
compuestosy para determinar el valor de probabilidad (Valor p); posteriormente se realizo
la comparacion mediante un analisis de varianza ANOVA. Para visualizar las diferencias
presentadas en las especies de acuerdo a las abundancias relativas en sus compuestos, se

realiz6 un andlisis discriminante canoénico lineal, mediante el programa StatGraphics.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. MUESTREOS EN CAMPO

5.1.1 Datos ambientales

En la Figura 16 se presenta la temperatura y humedad relativa diarias en la zona de

estudio, durante los quince dias de muestreo.
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Figura 16. Gréfico de registros de temperatura ambiental y humedad relativa diarios.

Como podemos observar, existe una relacion inversa entre temperatura y humedad

relativa. Durante los 4 Gltimos dias del muestreo se presentaron las mayores temperaturas,

ubicandose alrededor de los 40 °C. Las menores coincidieron con los dias de mayor

humedad relativa, producto de la mayor nubosidad presente y precipitaciones acaecidas la

noche anterior. La temperatura media para los 15 dias de muestreo fue de 39,6 °C vy la

humedad relativa media fue del 49,9 %.

Los valores de temperatura ambiental promedio y humedad relativa promedio en el
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Estado Carabobo registrados por Nufiez y Liria (2014) tienen mucha cercania con los
valores obtenidos durante el desarrollo de nuestro experimento (Figura 16). La variabilidad
climatica es apreciable en trabajos sobre insectos asociados a cadaveres en descomposicién
y son factores que pueden influir en el desarrollo de distintas especies, en la sucesion de la
entomofauna y la tasa de descomposicién de un cadaver. (Ortloff-tratman y col. 20013;
Aballay y col. 2011; Calderon y col. 2005; Liria 2006; Nufiez y Liria 2014).

Las fluctuaciones en los registros climaticos se pueden deber a diversos factores,
como la hora en las que se toman registros, las precipitaciones, la topografia, los vientos;
es decir, las distintas localidades estan lejos de ser ambientes homogéneos entre si y por el
contario, presentan una alta variabilidad. Sin embargo, al comparar las sucesiones que se
desarrollan en los distintos tipos de ambientes, se ha concluido que la abundancia de las
especies de insectos se relacionan mucho mas con el tipo de ambiente que con los estados
de descomposicion de un cuerpo (Nufiez, 2012).

En la Figura 17 se muestra el grafico con los datos de pluviosidad (I/m?) evaluados
durante el muestreo. Estas mediciones fueron tomadas cada 24 h del dia de

experimentacion, empleando un pluviémetro casero.
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Figura 17. Gréfico del registro de las mediciones con el pluviémetro de litros por metros

cuadrados. Mediciones tomadas cada 24 h. al dia de experimentacion.
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Se observa como durante la noche del cuarto dia se registré el mayor valor de
pluviosidad, superior a los 25 I/m?, manteniéndose el resto de los dias por debajo de 10
I/m?. Como ya ha sido demostrado, el desarrollo de los insectos se encuentra influenciado
por factores externos, principalmente por las condiciones climética (Pietrusky y Leo 1929).
Es por eso que son registrados en estudios con insectos asociados a cadaveres (Calderon y
col. 2005; Beltran y Villa 2011; Carvalho y col. 2004). Los datos de las precipitaciones son
registros importantes que pueden permitir, quizas, explicar alguna posible variacion en las
temperaturas que influyen directamente sobre el desarrollo biologico de las especies de
insectos, asi como en la tasa de descomposicion del cadaver.

La comparacion entre la temperatura ambiental y la temperatura externa de los

cerdos el dia del muestreo de los mismos, se presenta en la Fig. 18.
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Figura 18. Gréfico del registro de las mediciones de temperatura ambiental y temperatura externa

de los cadaveres durante los dias de muestreo.

Como se puede observar, las temperaturas externas en los cadaveres, poseian
valores de temperatura mayores que los registrados en el ambiente durante los primeros
diasde la descomposicion de los cuerpos. En general, no hubo diferencias significativas
entre las temperaturas (Prueba T; p= 0,054 > 0,05). El patrén de temperaturas inicial es

similar a los observados en otros trabajos (Ortloff-Trautmann y col. 2013; Carvalho y col.
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2004; Aballay y col. 2011), en las primeras fases de la descomposicion se presentan las
mayores temperaturas en el cadaver, que superan a la ambiental. Generalmente, este gran
aumento en la temperatura del cadaver se debe a los procesos combinados de la
putrefaccion bacteriana y las actividades metabdlicas de las larvas de los insectos, que con
su actividad comienzan a causar un aumento en la temperatura interna del cuerpo. Estas
temperaturas pueden estar por encima de la temperatura ambiente (>50 °C) y el cuerpo se
convierte en un habitat distinto en muchos aspectos, e independiente del medio ambiente
circundante (Goff 2010). Al transcurrir los dias, la temperatura del cadaver comienza a
igualarse con la temperatura ambiental, especialmente en los dias finales; esto es debido a
que en los restos del cadaver, una vez que hay una ruptura de la capa externa de la piel, ya
no hay grandes concentraciones de gases en el interior del cuerpo, la actividad larvaria
disminuye, por ende los valores de las temperatura externa del cadaver o los restos, se

aproximan con el tiempo a la temperatura ambiente.

5.1.2El proceso de descomposicion cadaverica (Observaciones diarias de los cerdos)

El proceso de descomposicion cadavérica se dividié en cinco fases: 1) fresco, 2)
hinchado, 3) descomposicion activa, 4) descomposicién avanzada y 5) esqueletizacion,
segun la nomenclatura recomendada por los entomdélogos forenses internacionales. Los
cadaveres siguieron patrones de descomposicion similares, pasando por cada uno de los
citados estados de manera continua, bajo condiciones climéticas poco variables y con una
temperatura promedio de 39,6 °C. Segun Payne (1965), altas temperaturas durante los dias
mas calidos intensifican la actividad de los insectos, resultando en un rapido agotamiento
del sustrato.

A continuacién, en la Tabla 5 se describen las distintas etapas y su duracion que se
presentaron para cada uno de los cerdos, segun la secuencia cronoldgica de los 15 dias de

muestreos en campo.
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Tabla 5. Estados de descomposicion observados los cadaveres de cerdo (Sus scrofa L.)

durante los 15 dias de muestreo en campo.

Descomposicion
Cerdo/ Fresco Hinchado Activa Descomposicion
Estado (Cromatico) (Enfisematoso) (Colicuativo) Avanzada Esqueletizacion
X
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Estado Fresco (Cromatico): Corresponde al primer dia, los cadaveres presentaron signos
béasicos de la descomposicidn, especialmente un abultamiento de la zona abdominal (Anexo
1.1). Fue importante notar que el pelaje en las distintas zonas del cuerpo, como la parte
externa de las orejas, cuello, lomo y piernas, presentaron cantidades importantes de huevos

de dipteros.

Estado hinchado (Enfisematoso): corresponde al segundo dia; el cerdo evaluado present6
en el ojo izquierdo, la region nasal y la region abdominal, una cantidad importante de

masas larvarias,y un gran deterioro de los tejidos debido a su actividad (Anexo 1.2).

Descomposicion activa (colicuativo): Al tercer dia, el cadaver presentd gran actividad
larvaria en distintas zonas del mismo. Larvas y moscas adultas con distintos tipos de
morfologia, se hicieron presentes circundando al cadaver (Anexo 1.3a y b). Igualmente se

recolecto una especie de coledptero adulto.
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Descomposicion avanzada: Al cuarto dia se observd un claro estado de descomposicion
avanzada (Anexo 1.4). Presencia de actividad larvaria y la movilizacion de larvas
migratorias hacia la periferia del cadaver, asi como también algunas ya enterradas para

empezar a pupar.

Restos 0seos (esqueletizacion): A partir ya del quinto dia se observa un solapamiento de
los fendbmenos de descomposicion cadavérica,haciéndose complicado diferenciar el estado
de descomposicion avanzada y la esqueletizacion en distintas partes del cuerpo del animal.
Con una duraciéon de 11 dias, rapidamente los cuerpos descompuestos llegaron a este
estado, reduciéndose a piel, cartilago, huesos y, en varios casos, restos de tejidos.

Producto de la fuerte lluvia de la noche anterior los restos del quinto cerdo se
rodaron de su posicién original, siendo acumulados en los bordes de la jaula debido a la
inclinacion del terreno (Anexo 1.5). No habia presencia de masas larvarias alimentandose
de los restos del cadaver, pero silarvas de dipteros en estado migratorio, asi como la
presencia de coledpteros.

Los cadaveres de los dias 6 al 9 estuvieron compuestos de restos de piel, huesos y
pelo (Anexo 1.6 y 1.7a). En el interior de la piel aln se observaba presencia de larvas de
dipteros en poca cantidad, alimentandose de pequefios restos del cerdo (Anexos 1.8ay by
1.9). También se observé la presencia de coledpteros en el interior del créaneo.
Paralelamente a los muestreos en campo, en el sexto dia comenzaron a aparecer pupas en
las cdmaras de cria dispuesta en el laboratorio improvisado. En la inspeccion de los restos
delos cadaveres delos dias 7 y 8, se encontraron pupas enterrados debajo de ellos y en su
periferia, con las distintas coloraciones propias de la esclerotizacion (Anexosl.7b y 1.8c).

Los cerdos correspondientes alos dias 10 y 11, presentaron un claro estado de
esqueletizacion, al igual que los cerdos de los dias 12 y 13 (Anexo 1.12ay by 1.13a). Hubo
presencia de coledpteros y puparios enterrados de dipteros (Anexo 1.10 vy
1.13b).lgualmente, empieza a apreciarse adultos de dipteros emergiendo a partir del dia 10
(Anexo 1.11ay b).

Los restos esqueletizados de los cerdos 14 y 15 presentaron pequefias larvas y
coleodpteros adultos (Anexo 1.14ay 1.15b). No se encontraron pupas o adultos emergiendo,

pero si puparios en grandes cantidades (Anexo 1.14b). Presencia de larvas pequerias de
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dipteros, asi como también de otras mas grandes y agresivas y con comportamiento canibal
(Anexo 1.15a).

Los ejemplares de larvas y pupas capturados en las distintas etapas de
descomposicion de los cerdos, fueron llevadas y criadas en el laboratorio improvisado hasta
su emergencia como adultos. Los ejemplares adultos fueron sacrificados directamente y

preservados en frascos con alcohol etilico al 75%, para su posterior identificacion.

5.1.3 Cria dedipteros inmaduros.

En la Tabla 6se muestra la media aritmética y desviacion estandar de los registros
de control diario de temperatura (°C) y humedad relativa (%), correspondientes a cuatro
horas distintas durante los dias de cria de los dipteros inmaduros recolectados durante los

15 dias de muestreo.

Tabla 6. Media aritmética y desviacion estandar de los registros de temperatura y humedad
relativa por intervalos de hora, durante los 15 dias, en la camara dispuesta para la cria de
los dipteros inmaduros provenientes de cadaveres de S. scrofa L.

Horas
08:00 am 10:00 am | 06:30 pm 09:30 pm Promedio
Temperatura —
C) 27,2+0,09 | 287+0,02 | 29,3+0,02 29,8 +0,03 Xt=85+02
Humedad —
) 74,35+0,45 65+0,3 65,6+ 0,2 68,1+ 0,01 Xhr=g4324+16
relativa (%) eED

Como se puede observar, no hubo diferencias significativas, tanto en la temperatura
como en la humedad relativa para una misma hora de medicion, durante todos los dias de
cria de los inmaduros;los valores de las desviaciones estandar no son mayores a 0,5 para

todas las horas. Asi mismo, se observa poca diferencia en los promedios de las
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medicionespara la temperatura y la humedad relativa, ya que presentan una desviacion
estandar de solo el 0,2 y 1,6 respectivamente. Seglin otros reportes, las crias pueden
Ilevarse a cabo de una manera efectiva a una temperatura que oscile entre los 27 a 30 °C y
entre 80-90 % de humedad relativa (Byrd, 1995). De acuerdo a lo anterior,nuestros valores
de temperatura de cria estan dentro del rango sugerido por Byrd (1995), mas no asi los de
humedad relativa; sin embargo, es importante considerar que valores alrededor del 70 % de

HR parecen ser viables para una cria exitosa de estas larvas de dipteros necrofagos.

5.1.4 Composicion e identificacion de las especies de insectos y otros artrépodos
capturados en los cadaveres de cerdo (Sus scrofa L).

Se capturaron 2716 individuos pertenecientes a 4 6rdenes de insectos y al orden
Acari de la Clase Arachnida. Los 2 drdenes con mayor riqueza y abundancia representativa
fueron Diptera y Coleoptera (Tabla 7). El orden Diptera fue el de mayor abundancia
relativa (92,8 %) distribuida en 12 especies distintas, con la familia Calliphoridae como la
mas representativa con 9 especies y las demés (Sarcophagidae, Muscidae y Phoridae) con
1 sola especie cada una. El orden Coleoptera presenté 10 especies distribuidas en 9
familias distintas y represent6 apenas el 7 % de la abundancia relativa. La presencia de una
ninfa de la familia Cicadidae del orden Hemiptera se considera incidental, por cuanto fue
extraida de las muestras de suelo alrededor del cadaver analizadas y muy seguramente esta
asociada a las raices de los arboles y arbustos talados en la finca. Igualmente incidentales
pueden considerarse los individuos adultos de las familias Chrysomelidae y Curculionidae
(Coleoptera), pues la gran mayoria de sus especies son herbivoras, asi como las larvas de
Elateridae, asociadas también a raices de plantas. EI orden Hymenoptera estuvo
representado por hormigas del género Paraponera (Formicidae). EI orden Acari estuvo

representado por unos pocos individuos de distintas especies y familias.

En cuanto a la abundancia relativa de las especies capturadas, los dipteros de la
familia Calliphoridae (82 %) fueron claramente los mas dominantes, especialmente a
través de la especie Chrysomya albiceps (66 %), seguida de Hemilucilia segmentaria (11
%), Lucilia eximia (3 %) y Chrysomya megacephala (2 %). Para Coleoptera, las especies
Necrobia rufipes (5 %) y Dermestes maculatus (1, 5%) fueron las mas abundantes,
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seguidas de Anotylus sp (0,7 %) (Staphylinidae), Omorgus suberosus (0,3 %) (Trogidae) y

Euspilotus nigrita (0,2 %) (Histeridae). (Tabla 7). Las 2 especies de dipteros restantes

presentaron bajas abundancias relativas: Cyrtoneurina sp (11 %) (Muscidae) y Peckia

(Patonella) intermutans (0,8 %) (Sarcophagidae).

Tabla 7. Distribucion porcentual del total de insectos asociados a cadaveres de S. scrofa L.

Habito Orden
Orden Familia Especie / Dias alimenticio Especie (%) | Familia (%) (%)
Chrysomya albiceps Necréfago 65,98
Chrysomya megacephalla Necréfago 1,99
Chrysomya rufifacies Necréfago 0,04
Hemilucilia segmentaria Necréfago 10,49
Calliphoridae Hemilucilia sp Necréfago 0,41 81,55
Diptera Lucilia eximia Necréfago 2,54 92,78
Lucilia sp Necréfago 0,04
Cochliomyia macellaria Necréfago 0,04
Hemilucilia semidiaphana Necréfago 0,04
Sarcophagidae | Peckia (Patonella) intermutans Necréfago 0,77 0,77
Muscidae Cyrtoneurina sp Necréfago 10,46 10,46
Necrofago y
Phoridae Phoridae sp Sapréfago 0,00 0,00
Histeridae Euspilotus nigrita Depredador 0,22 0,22
Cleridae Necrobia rufipes Necréfago 4,42 4,42
Dermestidae Dermestes maculatus Necréfago 1,25 1,25
Necréfago y
Trogidae Omorgus suberosus Sapréfago 0,26 0,26
Necréfago y
Coleoptera | Scarabaeidae Onthophagus sp copréfago 0,04 0,04 7,03
Parasitas y
Staphylinidae Anotylus sp Depredadoras 0,66 0,66
Chrysomelidae Chryso. spl Fitéfagos 0,04 0,04
Chrysomelidae Chryso. sp2 Fitéfagos 0,04 0,04
Curculionidae Curcu. sp Fitéfagos 0,04 0,04
Elateridae Elate. sp (larva) Fitéfagos 0,07 0,07
Hemiptera Cicadidae Cicadi. sp (Ninfa) Fitéfagos 0,04 0,04 0,04
Hymenoptera Formicidae Paraponera sp Omnivoros 0,04 0,04 0,04
Acari Varias Acaros Muy variados 0,11 0,11 0,11
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La mayor parte de las especies de insectos capturados, incluyendo a los dipteros
criados hasta adultos, corresponden al grupo de especies necréfagas, aun cuando algunas
pueden ser parcialmente coprofagas y saprofagas. Igualmente se capturaron algunas

especies depredadoras, principalmente coledpteros (Tabla 7).

En la Figura 19 se muestra la relacion hembra/macho para cada una de las especies
de dipteros capturadas. Como se puede observar, las especies del género Chrysomya, asi
como Cyrtoneurina sp y Peckia (Patonella) intermutans, muestran una relacion 2:1. Las
especies de Hemilucilia sp H. segmentaria y Lucilia eximia presentaron una proporcion
mas homogénea (menor a 1,5:1). Segiin Campobasso y col. (2001), la gran abundancia de
ejemplares hembras se debe a su mayor capacidad olfativa, por lo que apenas unos minutos
después de la muerte de un animal, las moscas son rapidamente atraidas por el olor
desprendido del cuerpo, pudiéndose observar las primeras puestas de huevos sobre el
cadaver (Anderson y Van Lerhoven, 1996). Como estrategia de colonizacion y
aprovechamiento del recurso presente, la presencia de una mayor cantidad de hembras

parece ser la mas apropiada para ejercer dominancia y control del citado recurso.
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Peckia ( Patonella) intermutans r

Hemilucilia semidiaphana
Fam. Phoridae
Cyrtonenrina sp
Cochlionwia macellavia
Lucilia sp

Lucilic eximia
Hentilueilia sp
Hemilucilia segmentaria

Clrrvsonvarufifacies

Chryvsomyva megacephalla

Chrvsomya albiceps

Abundancia de dipteros hembrasy machos por especie

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Clryvsonnva Clrvsonva Clovsomva | Hemilucilia Cochliomyia Hemilucilia Peckia !
PO : - e | Hemilucilia sp | Luciliaeximia | Lucilia sp . Chyrtoneurina sp| Fam. Phoridae o (Patonella)
albiceps megacephalla | rufifacies segmentaria macellaria [~ semidiaphana |
intermautans
B henibras 1634 44 1 154 4 47 1 1 242 0 22
mnachos 549 22 0 131 4 33 0 0 121 0 1 1I

Figura 19. Proporcién Hembras/Machos de dipteros asociados a cadaveres de cerdos (Sus scrofa L.)
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5.1.5 Dinamica de colonizacidon y sucesion de los insectos y otros artrépodos en los
cadaveres de cerdo (Sus scrofa L.).

La distribucion de las especies en un espacio determinado y explotando un recurso,
como lo es un cuerpo en descomposicion, representa un nicho en el que ocurre una
interaccion de diversas especies asociadas. El patron de sucesion heterotrofica que se
observa durante el desarrollo de los distintos estados de descomposicidon, responde a una
dinamica de explotacion de los distintos tipos de recursos que se van presentando a lo
largo del tiempo. Existe un grupo de especies que son colonizadoras tempranas y altamente
dominantes, algunas otras que son capaces de coexistir en un mismo espacio y momento
determinado, pero otrassolo son capaces de aparecer ante la ausenciade las mas
dominantes. Por lo tanto, la dinamica de sucesion heterotréfica dependera del tipo y

duracion del recurso y del tipo y biologia de la especie explotadora del mismo.

La Tabla 8 muestra la matriz de presencia-ausencia (sucesional) de las distintas
especies de insectos asociados a los distintos estados de descomposicion de los cadaveres

de cerdos basados en la matriz de abundancia general (Anexo 4).

En primer lugar, podemos observar como la mayoria de las especies de dipteros
estuvieron presentes durante los primeros estados de la descomposicion, con la especie
Chrysomya albiceps presente practicamente en todas las etapas o dias de muestreo. Los
coledpteros estuvieron presentes principalmente durante los estados de descomposicién
mas avanzada y esqueletizacion de los cadaveres. Este patron general es consistente con la
mayoria de los trabajos consultados (Nufiez y Liria 2014; Beltran y Villa 2011; Martinez y
col. 2009; Magafa y col. 2006).
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Tabla 8. Matriz de presencia-ausencia (sucesional) de las especies de insectos asociados a
cadaveres de cerdo (Sus scrofa L.).

Estados de la
descomposicion

F DAc | DAv E
Orden Familia Especie / Dias 1 3 4 |5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Diptera Calliphoridae Chrysomya albiceps X X X XXX [X[X[X[X]X X
Chrysomya megacephalla X X
Chrysomya rufifacies X
Hemilucilia segmentaria X X X X | X
Hemilucilia sp X
Lucilia eximia X X XX X
Lucilia sp X
Cochliomyia macellaria X
Hemilucilia semidiaphana X
Sarcophagidae | Peckia (Patonella) intermutans | X
Muscidae Cyrtoneurina sp X X XXX X[ XXX [X]X
Phoridae Phoridae sp
Coledptera Histeridae Euspilotus nigrita X X | X
Cleridae Necrobia rufipes X X|X|X]|X]|X]X
Dermestidae Dermestes maculatus X XX X]X]|X]|X
Trogidae Omorgus suberosus X X X X
Scarabaeidae Onthophagus sp X
Staphylinidae Anotylus sp X | X | X
Chrysomelidae Chryso. spl X
Chrysomelidae Chryso. sp2 X
Curculionidae Curcu. sp X
Elateridae Elate. sp (larva) X | X
Hemiptera Cicadidae Cicadi. sp (Ninfa) X
Hymenoptera Formicidae Paraponera sp X
Acari Varias Acaros X

F: Fresco; H: Hinchado; DAc: Descomposicion activa; DAv: Descomposicién Avanzada;

E: Esqueletizacion
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Tal y como se esperaba, las moscas califoridas se presentaron como el grupo con
mas especies (9 en total) y en mayor abundancia respecto a los mascidos y sarcofagidos
(Tablas 7 y 8). Los califéridos estuvieron presentes durante los 4 primeros estados de
descomposicion de los cadaveres, mostrando su importancia como activos colonizadores y
explotadores tempranos del recurso. El sarcofagido Peckia (Patonella) intermutans
también estuvo presente durante los 2 primeros estados de la descomposicién. En cuanto al
muscido Cyrtoneurina sp, si bien estuvo presente en el primer y tercer estado de
descomposicion, su abundancia fue muy baja en comparacion a la presentada durante las
etapas intermedias y finales de la descomposicién, especialmente cuando los cadaveres
estaban en estado de esqueletizacion.

Como habiamos mencionado anteriormente, los patrones sucesionales pueden estar
influenciados por diversos factores ambientales y bioldgicos; entre estos ultimos tenemos
las interacciones de competencia por el recurso, las cuales pueden conllevar a distintos
patrones de presencia-ausencia de las especies, especialmente de las colonizadoras.
Tomando en consideracion los valores porcentuales diarios de las especies asociadas a los
cadaveres de los cerdos (Tabla 9), pasaremos a describir los patrones observados.

En primer lugar, destacamos la amplia dominancia de Chrysomya albiceps,
presente practicamente en todos los estados, aunque con importancia variable. Sin
embargo, aun cuando C. albiceps es mencionada en muchos trabajos como una especie
colonizadora temprana en los cadaveres de diversos grupos de animales (Ortloff y col.,
2013; Salazar, 2011; Magafia y col., 2006; Infante, 2003; Oliva, 2001), asi como en
visceras usadas como biomodelos (NUfiez y Liria, 2014), algunos otros autores la sefialan
mas bien como una especie colonizadora secundaria (Pellitero y Salofia-Bordas, 2007;
Battan-Horenstein y col., 2010 y 2005;Garcia-Rojo 2004).
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Tabla 9. Distribucidn porcentual de especies de insectos diarios asociados a cadaveres de
cerdo (Sus scrofa L.)

Estados de la descomposicion
F H | DAc | DAv E
Orden Familia Especie/ Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Diptera Calliphoridae Chrysomya albiceps 33 |275] 97 89 50 |17 |2,13] 6 [100]47|87|81] O |43]| O
Chrysomya megacephalla 0 0 0,6 0 46 0 0 0 0 0OfO0O]O 0 0 0
Chrysomya rufifacies 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0OfO0]oO 0 0 0
Hemilucilia segmentaria 54 | 15,7 1 11 0 |26]213| O 0|l0O]|]O]O 0 oo
Hemilucilia sp 2,5 0 0 0 0 0 0 0 0|l0O|]O]J]O 0 oo
Lucilia eximia 9,8 |17,6 1 0 0 141213 O 0 0 0127] O 0 0
Lucilia sp 022] 0 0 0 0 0 0 0 ofoJo]oO 0 0]0
Cochliomyia macellaria 0 0 0,1 0 0 0 0 0 0 0OfO0]O 0 0 0
Hemilucilia semidiaphana 0 0 0 0 0 0 0 0 oOolo|J]OoO]J]OJo9|]O]O
Sarcophagidae | Peckia (Patonella) intermutans | 0,22 | 39,2 0 0 0 0 0 0 0|l0]|]O]J]O 0 0oJ]o
Muscidae Cyrtoneurina sp 0,22 O 0,1 0 0 38 (93,6 94 0 |35|11|54] 68 | 29| 20
Phoridae Phoridae sp 0 fiiid 0 0 0 0 0 0 ofoJo]oO 0
Coledptera Histeridae Euspilotus nigrita 0 0 0,2 0 1 |29| 0O 0 0 0OfO0]oO 0
Cleridae Necrobia rufipes 0 0 0 0 0 |72] O 0 0 |28]8,4]32] 23
Dermestidae Dermestes maculatus 0 0 0 0 0 [58] O 0 0 |18 32|11 44
Trogidae Omorgus suberosus 0 0 0 0 2 0 0 0 0 |18] 0 |81] O
Scarabaeidae Onthophagus sp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 |18] 0] 0 0 0
Staphylinidae Anotylus sp 0 0 0 0 0 0 0 0 0| 0] O0]24] 0,9 0
Chrysomelidae Chrysome. spl 0 0 0 0 1 0 0 0 0|l0|]O]O 0 0
Chrysomelidae Chrysome. sp2 0 0 0 0 0 |14] O 0 0|l0]|]O]J]O 0 0
Curculionidae Curcu. sp 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O|O0]O0]O9 0
Elateridae Elate. sp (larva) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O|O0]O0]O09 0
Hemiptera Cicadidae Cicadi. sp (Ninfa) 0 0 0 0 0 0 0 0 0O|lo]O]O]|O09 0
Hymenoptera Formicidae Paraponera sp 0 0 0 0 0 0 0 0 0|l0]|]O]J]O 0 0
Acari Varias Acaros 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ]1]0]0]|81f O 0
Abundancia total 437 | 51|1381| 70|100|{69| 47|100| 16|57|95|37|113 61

F: Fresco; H: Hinchado; DAc: Descomposicion activa; DAv: Avanzada;

E: Esqueletizacion. Nota. ##: Abundancia no cuantificada
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Las especies de los géneros Hemilucilia y Lucilia también aparecieron durante los 3
primeros estados de la descomposicion, siendo las m&s dominantes H. segmentaria y L.
eximia. Ambos géneros y especies han sido citados como especies colonizadoras
tempranas y asociadas a las primeras etapas de descomposicion (Hall, 1948; Nourteva,
1963; Lord y col., 1984; Anderson y col., 1996; Montoya y col., 2009). Sin embargo, v al
igual que con C. albiceps, algunos autores las consideran colonizadoras secundarias
(Beltran y Villa, 2011). Estas especies, conjuntamente con el sarcofagido Peckia
(Patonella) intermutans, alternan su dominancia entre ellas y con C. albiceps, es decir,
alguna de estas 4 siempre fue mas abundante respecto a las otras en alguno de los 4
primeros estados de la descomposicion. Sin embargo, C. albiceps fue la clara dominadora
durante los estados de descomposicion activa y avanzada (etapas o dias 3 y 4,
respectivamente) (Tabla 9). Al igual que para las especies de los califéridos mencionados,
algunos autores consideran a los sarcofagidos del género Peckia como colonizadores
primarios (Gonzélez, 1999; Garcés y col., 2004; Pape y col.,, 2004; Salazar, 2011;
Wahizatul y Lim, 2013), pero otros los consideran como secundarios (Garcia-Rojo, 2004;
Arnaldos y col., 2001).

En cuanto al resto de los califéridos presentes, C. megacephala, C. rufifacies y
Cochliomyia macellaria aparecieron durante el estado de descomposicién activa, siendo,
quizas, la etapa con mayor riqueza de especies de califéridos. Muchos autores sefialan a
estas especies como colonizadoras tempranas (Garcés y col., 2004; Bermldez y Pachar
2010; Salazar, 2011; Ortloff y col. 2013; Wahizatul y Lim 2013; Trigo y Centeno, 2014).
Igualmente, cabe sefialar que para nuestro caso, C. megacephala tuvo una gran abundancia
representativa durante la etapa o dia 5, una transicion entre los estados de descomposicion
avanzada y esqueletizacion, tal y como se presentaron también C. albiceps y H.
segmentaria en las etapas o dias 5 y 6, respectivamente. Posterior a estas etapas, solo C.
albiceps estuvo presente pero en abundancias mas bajas que las presentes en las etapas de
pre-esqueletizacion (Tabla 9). Estos patrones de presencia en el estado de esqueletizacion
parcial probablemente dependieron mucho de la calidad, cantidad y de la forma de
explotacion del recurso.

La mayoria de estas especies califéridas y sarcofagidas son consideradas
sinantrépicas (Nourteva, 1963, Montoya y col., 2009; Bermudez y Pachar 2010), no siendo

el caso para las especies Hemilucilia segmentaria, Hemilucilia semidiaphana y, quizas,
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Hemilucilia sp., especies mas bien asociadas a ambientes poco o nada perturbados. (Souza
y col., 1997; Carvalho y col., 2004). En nuestro caso, es importante sefialar que tanto H.
segmentaria como H. semidiaphana son especies nativas por lo que la temprana aparicién
y alta abundancia de H. segmentaria en los cadaveres de cerdo, puede deberse a las
caracteristicas transicionales de ambiente silvestre-semiurbano presentes en el sitio de
experimentacion de campo. El unico ejemplar de H. semidiaphana encontrado estuvo
asociado a la etapa o dia 13 (esqueletizacion) (Tabla 9).

En segundo lugar, destacamos la presencia de moscas de la familia Muscidae,
especificamente la especie Cyrtoneurina sp, estando varios otros géneros de esta famila
comunmente asociados a los cadaveres de diversos grupos de animales, asi como a las
visceras uilizadas como biomodelos (Carvalho y col., 2004; Beltran y Villa, 2011;
Wahizatul y Lim, 2013; Ndfiez y Liria, 2014). Si bien esta especie aparece asociada a los
estados de descomposicion 1 y 3, es a partir de las distintas etapas del estado de
esqueletizacion donde su abundancia pasa a ser muy importante y representativa. Siendo
larvas muy pequefas, casi un tercio del tamafio de la de los califéridos y sarcofagidos,
parecen ser mas eficientes en la explotacion de los restos de tejidos adheridos a los huesos
y piel de los cerdos. Casi siempre se encontraron en grandes cantidades debajo de los
restos del cuerpo y piel de los cerdos, asi como debajo de una fina capa de tierra
humedecida con los liquidos producto de la descomposicion. No se observaron expuestas,
tal como si se pudieron observar la de los califéridos y sarcofagidos (Tabla 8 y 9). Algunos
autores indican que los muscidos aparecen con frecuencia durante los estadios intermedios
de la descomposicion, aumentando notoriamente su namero (Wolff y col., 2001; Pérez y
col., 2005 y Battan-Horenstein y col., 2010).

En cuanto a los individuos de la familia Phoridae, solo se encontraron en gran
namero asociados al estado Enfisematoso o Hinchado (etapa o dia 2). No se contabilizaron
y no se consiguieron mas en ninguno de los demaés estados y etapas. Greenberg y Wells
(1998) y Garcia-Rojo (2004), mencionan la presencia de especies de esta familia en sus
trabajos.

Por altimo, es importante sefialar que existen otras familias de dipteros asociados a
los distintos procesos de descomposicidn, pero que no se obtuvieron en nuestro trabajo, a
saber: Fannidae y Piophilidae, los cuales son sefialados muy cominmente en otros trabajos
de esta indole (Carvalho y col., 2004, Liria, 2006; Magafa y col., 2006; Beltran y Villa,
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2011; Nufiez y liria, 2014)

En tercer lugar, pasamos a considerar los patrones presentados por los coledpteros.
Las especies mas dominantes en abundancia fueron Dermestes maculatus (Dermestidae) y
Necrobia rufipes (Cleridae) (Tablas 7 y 8). Ambas especies son necréfagas muy comunes
en los cadaveres de distintos grupos de animales y estan claramente asociados a las Gltimas
etapas de la descomposicion, especificamente al estado de esqueletizacion (Payne, 1965;
Early y Goff, 1986; Anderson y Vanlaerhoven 1996; Oliva, 1997; Carvalho y col., 2000 y
2004; Kulshrestha, 2001; Infante, 2002; Liria, 2006; Bermudez y Pachar, 2010; Nufiez y
Liria, 2014). Su mayor presencia y dominancia ocurre a partir de la etapa o dia 10 aln
cuando tuvieron presencia ya en la etapa 6 (esqueletizacion parcial). La otra especie
asociada a los estados de esqueletizacion y con presencia importante igualmente a partir de
la etapa o dia 10, fue Omorgus suberosus (Trogidae), otra especie cominmente citada
como asociada a dichos estados (Oliva, 1997 y 2001; Centeno y col., 2002; Nufiez y Liria,
2014). Finalmente, dentro de este grupo de coledpteros descomponedores mencionamos la
aparicion ocasional de la especie Onthophagus sp (Scarabaeidae), presente igualmente en
la etapa o dia 10. Las especies de este género estan asociadas eventualmente a restos de
animales, pero su principal recurso son las heces de diversos grupos de animales, por lo
que la coprofagia y saprofagia representan su principal funcion en los ecosistemas.

Dentro del grupo de los coledpteros tenemos también a especies sefialadas como
depredadoras, principalmente de dipteros. La especie Euspilotus nigrita (Histeridae) es una
de las mas comunmente citadas (Tullis y Goff, 1987; Garcia-Rojo, 2004; Almeida y Mise
2009) y su presencia comenzd en el estado de descomposicion activa del cadaver, uno de
los estados con gran abundancia de larvas de dipteros; sin embargo, fue mas abundante en
las etapas 5 y 6, pertenecientes al estado de esqueletizacion parcial. La otra especie
depredadora fue Anotylus sp (Staphylinidae), claramente asociada a las Gltimas etapas de la
esqueletizacion, posiblemente aprovechando la presencia en altas abundancias de larvas
del muscido Cyrtoneurina sp.

Finalmente, un grupo de artropodos como los acaros son un componente importante
y significativo de la comunidad sarcosaprofaga. En nuestro trabajo fueron recolectados
unos pocos ejemplares en la fase final del estado de descomposicion (esqueletizacion) del
cerdo correspondiente al dia 12. Estos artropodos son calificados como depredadores y

saprofagos, y varios autores los consideran caracteristicos de las uUltimas fases de la
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descomposicion (Mégnin 1894, Tantawi y col., 1996, Richards y Goff, 1997). Ademas,
constituyen una valiosa herramienta en investigaciones médico-legales, ya que su
presencia no solo puede ser un indicador ambiental y biogeografico, sino que en diferentes
trabajos han sido utilizados para el establecimiento de intervalos postmortem y resolver
diferentes situaciones forenses (Goff 1991). Sin embargo, es importante sefialar que en un
trabajo realizado con cadéaveres humanos, Bermldez y Pachar (2010) encontraron varias
especies de &caros, pero todas asociadas a los artropodos y no a los cuerpos en
descomposicion. La informacidn sobre la ecologia de estos acaros asociados a cuerpos en
descomposicion es escasa. De acuerdo con Braig y Perotti (2009), la ecologia de los acaros
a lo largo de su distribucién en los cuerpos en descomposicion puede ser tan variada como
la observada en los insectos asociados, lo cual mostraria la importancia de conocer mas a
estos organismos.

A los fines de poder visualizar mejor la distribucion de las especies y ver si la
misma determina algun patrén de aparicion acorde a los estados de descomposicion, se
realizd la Prueba de Seriacion (Brower y Kile 1988) para la matriz de presencia-ausencia.
Se utilizé la forma de optimizacion restringida, a los fines de que solo las especies (filas)
sean las libres de moverse, de forma tal que el ordenamiento “Optimo” de las mismas
genere la mejor alineacién posible respecto a los dias o etapas de la descomposicion
(columnas); se utilizé el programa PAST (Hammer 2014) para operar la citada prueba. Se
utlizé una matriz editada (Anexo 3), de donde se descartaron a las especies de coledpteros
y hemiptero herbivoros, a las mosquitas de la familia Phoridae, a los &caros y a la hormiga
del género Paraponera.

Como podemos observar en la Tablal0, la ordenacion de las especies presenta un
patron de alineacion acorde a las etapas de descomposicion (sucesion), con especies
presentes en casi todas las etapas, como los son C. albiceps y Cyrtoneurina sp., algunas
presentes principalmente durante las primeras etapas (Hemilucilia sp, Lucilia sp, P.(P)
intermutans, Co. macellaria, C. rufifacies, H. segmentaria; otras estuvieron presentes tanto
en las primeras etapas como en las intermedias:H. segmentaria, C. megacephala, E. nigrita
y L. eximia. Finalmente, las demas estuvieron claramente asociadas a las etapas finales o
de esqueletizacion, como Onthophagus sp, O. suberosus, D. maculatus, N. rufipes,
Anotylus sp, H. semidiaphana. Este ordenamiento resultd ser estadisticamente significativo
(0,73 p< 0,00001).
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Tabla 10.Distribucion seriada de especies de insectos asociados a cadaveres de cerdos (Sus scrofa L.)

Especies

Hemilucilia sp

Lucilia sp

Peckia (Patonella) intermutans

Cochliomyia macellaria

Chrysomya rufifacies

Hemilucilia segmentaria

Chrysomya megacephalla

Euspilotus nigrita

Lucilia eximia

Chrysomya albiceps

Cyrtoneurina sp

Onthophagus sp

Omorgus suberosus

Necrobia rufipes

Dermestes maculatus

Anotylus sp

Hemilucilia semidiaphana
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De igual forma, y basados en la matriz editada sobre la presencia-ausencia de las
especies, se realizaron dos andlisis de agrupamiento basados en la similitud de Jaccard,
uno para las especies y otro para los dias o etapas de la descomposicion (Figs. 20 y 21,
respectivamente).

En cuanto a las especies, la Figura 20 muestra el dendograma de agrupamiento de
las mismas, pudiéndose observar 4 bloques de asociacion con distintos grados de similitud
entre ellos. Describiéndolos de izquierda a derecha, se observa un primer bloque que
agrupa a la especie C. albiceps conjuntamente con L. eximia y H. segmentaria; el segundo
bloque agrupa a las especies D. maculatus, N. rufipes y Cyrtoneurina sp,conjuntamente
con Anotylus sp y O. suberosus; el tercer bloque agrupa a las especies C. megacephala y E.
nigrita conjuntamente con a las especies Co. macellaria y C. rufifacies; el dltimo
bloqueagrupa a las especies Hemilucilia sp y Lucilia sp, conjuntamente con P. (P.)
intermutans. Las especies Onthophagus sp y H. semidiaphana aparecen asociadas al
dendograma general pero sin estar agrupadas a alguno de los bloques en particular. La

correlacion cofenética fue de 0,87.
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Figura 20. Dendograma de agrupamiento de las especies, basado en la similitud de Jaccard y

segun una matriz editada sobre la presencia-ausencia de las mismas.

En cuanto a los dias o etapas de la descomposicion, la Figura 21 muestra el
dendograma de agrupamiento de los mismos, pudiéndose observar 3 blogques de asociacion
definida. Describiendolos de izquierda a derecha, se observa un primer bloque que agrupa
con alta similitud a los dos primeros dias o etapas, correspondiente a los estados fresco e
hinchado, conjuntamente con los dias o etapas 3 y 4, correspondientes a los estados de

descomposicion activa y avanzada. El segundo bloque agrupa a los dias o etapas 6 y 7,
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conjuntamente con las etapas 8 y 9, correspondientes al estado de esqueletizacion.
ElGltimo bloque agrupa a las etapas o dias 10 al 15, claramente correspondientes al estado
de esqueletizacion. El dia o etapa 5 aparece sin un agrupamiento claro, lo que para
nosotros significa el paso de las etapa descomposicion avanzada al de esqueletizacion o,
quizas, lo que ya habiamos definido como estado de esqueletizacién parcial o pre-
esqueletizacion, donde ocurre un proceso de mezcla y sustitucion de especies necréfagas
devoradoras de los musculos, tejidos y érganos del animal por las especies necrofagas de
los restos de tejidos y cartilagos adheridos a la piel y huesos del mismo. Muy
probablemente, esta etapa 5, conjuntamente con las etapas 6, 7 y, quizas, las 8 y 9, estén
definiendo esa etapa de esqueletizacién parcial en transicion hacia la esqueletizacion

avanzada.
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Figura 21. Dendograma de agrupamiento de los dias o etapas de la descomposicion, basado en la
similitud de Jaccard y segin una matriz editada sobre la presencia-ausencia de las especies en las

mismas.

En resumen, pudimos observar que los patrones examinados estan entre los
esperados, con las moscas califéridas como las especies colonizadoras por excelencia de
los cuerpos de animales recién fallecidos, permaneciendo y dominando en abundancia y
riqueza durante los primeros estados de la descomposicion.

Inicialmente observamos que la especie dominante en casitodas las etapas o diasfue
la especie Chrysomyia albiceps (Wiedemann 1819).Generalmente, en los estados de
descomposicion activa y avanzada, las larvas de C. albiceps son las mas abundantes.;Qué

hace que esta especie sea tan comun y abundante en los procesos de descomposicion?
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Se estima que C. albiceps es originaria de Africa y que ingres6 a América del Sur,
por Brasil (Guimaraes y col., 1978). Varios autores han observado que su introduccion al
Nuevo Mundo ha tenido un gran impacto en las abundancias de los dipteros necr6fagos
endémicos. Es probable que este impacto se deba a la capacidad depredadora facultativa y
al comportamiento agresivo de esta especie durante su etapa larvaria, pudiendo de esta
manera alterar la composicion de especies de dipteros que se desarrollan en un cadaver
(Faria y col., 1999). Ortloff y col. (2013), observaron a esta especie depredando otros
dipteros asociados a cadaveres de cerdo, y en nuestro trabajo fue posible evidenciar un
comportamiento canibal en esta estepecie, observaron a esta especie depredando otros
dipteros asociados a cadaveres de cerdo. Sin embargo, hay que sefialar igualmente que C.
albiceps no es la Unica especie exdtica invasora, sino que C. megacephala también lo es,
por lo que su presencia y abundancia en alguna de las etapas de la descomposicion puede
ser sefial de los complejos procesos competitivos que pueden presentarse entre las
distintas especies presentes.

Figueroa-Roa y Linhares (2002) sefialan la ausencia de C. albiceps en procesos de
descomposicion de cadaveres animales en Temuco (Chile), explicando que muy
seguramente se debe a la baja temperatura media que caracteriza dicha zona y que esta
especie no estd adaptada a bajas temperaturas, por lo que no ha sido reportada en varias
regiones de dicho pais.Sin embargo, Ortloff y col. (2013) reportan la presencia de ésta
especie en cadaveres expuestos a temperatura ambiental promedio de 17,7 °C, debido a
que la temperatura de las masas larvarias dentro del cuerpo fue de 36,1 °C en promedio, lo
que mantuvo un ambiente calido favorable a su desarrollo. Por lo tanto, las condiciones de
baja temperatura ambiental no parecen ser un impedimento en el proceso de expansion de
esta especie, por lo menos en ciertas estaciones del afio.

Habiamos sefialado igualmente que los patrones de presencia-ausencia en los
procesos sucesionales podian responder a una diversa gama de situaciones, entre ellas las
ambientales y las bioldgicas. Entre estas ultimas, los procesos de interaccion competitiva y
de depredacion, entre otras, juegan un papel fundamental. Sin embargo, no debemos
olvidar las bioldgicas, especificamente las referidas a los ciclos de vida de las especies.
C.albiceps es una especie altamente competitiva y gran colonizadora, por lo que entre sus
atributos de historia de vida, caracteristicas como la fecundidad, fertilidad, proporcion

hembra: macho, tasa de crecimiento, entre otras, juegan también un papel fundamental en
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su éxito como especie invasora. Ortloff y col. (2013), reportan que esta especie posee un
tiempo de desarrollo de aproximadamente 8 dias entre las fases de huevo a pupa, y de 12
dias desde huevo a adulto. Es por ello que su abundancia en las etapas intermedias y
finales del estado de esqueletizacion no es muy alta y siempre se consiguieron grandes
cantidades de puparios en el suelo (Anexos 1.7b, 1.8c, 1.11b, 1.12b, 1.14b). De hecho, en
la cAmara de cria se comenzaron a ver los puparios en el dia 6 y ya en el dia 9 se
comenzaron a ver los primeros adultos emergiendo.

En cuanto a Cyrtoneurina sp, esta especie fue claramente mas abundante en las
etapas finales de la descomposicion (esqueletizacion), presentando, por consiguiente, un
patron de aparicion contrario al de C. albiceps y deméas especies de dipteros. Patron
semejante fue observado por Liria (2006) al trabajar con ratas como biomodelo, teniendo
como comparacion las abundancias de C. albiceps y Musca domestica (Muscidae). Otros
autores, trabajando en otras regiones biogeogréaficas (Battan-Horenstein y col., 2005),
sefialan la importancia de considerar a las especies de Muscidae dentro de los modelos de
sucesion heterotrofica, asi como la cuantificacion y duracion de sus fases larvarias para la
estimacion de los IPM (Calderon y col., 2005), debido a que esta familia es muy comdn y

con alto numero de especies en la region Neotropical.

5.1.6 Andlisis de hidrocarburos cuticulares

En las Figuras 22-27, se presentan los cromatogramas comparados de iones totales
de hidrocarburos cuticulares, obtenidos mediante el analisis por CG-EM, de los escleritos
toracicos deejemplares macho y hembra de dipteros de las especies Cyrtoneurina sp,
Peckia (Pattonella) intermutans, Chrysomia albiceps, Hemilucilia sp, Hemilicilia
segmentaria y Lucilia eximia, todas ellas especies de interés forense asociadas a cadaveres
de cerdos (Sus scrofa L.).

En la Figura 22 se observan los cromatogramas obtenidos para ejemplares macho y
hembra del género Cyrtoneurina sp. Hay una similitud en tiempos de retenciéon en la
elucion de los compuestos presentes en los especimenes, asi como también en la
composicion relativa de los mismos. Se identificaron 4 alcanos lineales, alquenos y alcanos

metil y dimetil ramificados en ambos sexos de esta especie.
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Figura 22. Cromatogramas de iones totales de hidrocarburos cuticulares de Cyrtoneurina sp

(Diptera: Muscidae).

En la Figura 23 se presentan los cromatogramas obtenidos para ejemplares del
género Chrysomya albiceps de la familia Calliphoridae, asociados a cadaveres de cerdo
(Sus scrofa L.). Se observa una similitud en los tiempos de retencion en la elucion de los
compuestos presentes en ambos especimenes, asi como también en la composicion relativa
de los mismos. Se identificaron un total de 6 alcanos lineales, alquenos y alcanos metil y

trimetil ramificados presentes para ambos sexos de dicha especie.
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Figura 23. Cromatogramas de iones totales de hidrocarburos cuticulares de Chrysomya albiceps

(Diptera: Calliphoridae)

Los cromatogramas comparados para ambos sexos de la especie Peckia (Pattonella)
intermutans, familia Sarcophagidae permiten observar la similitud en los picos y los
tiempos de elucién de los compuestos presentes, asi como también en la composicién de los
mismos. Se identificaron 2 alcanos lineales, y alcanos metil y dimetil ramificados presentes
para ambos sexos de dicha especie (Figura 24). Se puede notar la diferencia en las

abundancias relativas de los compuestos, siendo mayor en la hembra.
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Figura 24. Cromatogramas de iones totales de hidrocarburos cuticulares de Peckia (Pattonella)

intermutans. (Diptera: Sarcophagidae).

En la Figura 25, se presentan los cromatogramas obtenidos para ejemplares del
género Hemiluciliasp de la familia Calliphoridae. Se observa una similitud en los tiempos
de retencion en la elucion de los compuestos presentes en ambos especimenes, asi como
también en la composicidn relativa de los mismos. Se identificaron 2 alcanos lineales, un

alquenoy alcanos metil y dimetil ramificados presentes para ambos sexos de dicha especie.
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Figura 25. Cromatogramas de iones totales de hidrocarburos cuticulares de Hemilucilia sp
(Diptera: Calliphoridae).

Los cromatogramas comparados para ambos sexos de la especie Hemilicilia
segmentaria, familia Calliphoridae, permiten observar la similitud en los picos y los
tiempos de elucién de los compuestos presentes, asi como también en la composicion de los

mismos. Se identifico el compuesto 2- metil-Csq (Figura 26).
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Figura 26. Cromatogramas de iones totales de hidrocarburos cuticulares de Hemilucilia
segmentaria (Diptera: Calliphoridae).

En la Figura 27, se presentan los cromatogramas obtenidos para ejemplares de la
especie Lucilia eximia de la familia Calliphoridae, Se observa una similitud en los tiempos
de retencion en la elucion de los compuestos presentes en ambos especimenes, asi como

también en la composicién relativa de los mismos. Se identifico 1 alcano lineal y alcanos
metil ramificados de 24 carbonos.

109



Abundance TIC: METH200120140MU46 Dhdata.ms (*)
TIC: METM20012014MU47  Didata ms (™)

1000000
800000

600000

Ramificado-C24

400000

Mezcla Hs2
Desconocido 3

200000

Desconocido 4
Qi {0

-200000

-400000

-600000

-800000

—_——- e e—_—— —_ ——_——_——_—_—n———_—————n——n—n—nn——
24.00 25.00 26.00 27.00 28.00 29.00 30.00 31.00 32.00
Time-->

Figura 27. Cromatogramas de iones totales de hidrocarburos cuticulares de Lucilia eximia
(Diptera: Calliphoridae).

La identificacion de los compuestos presentes en la cuticula de los dipteros
asociados a los cadaveres de cerdo, fue hecha con base en la comparacion de los tiempos de
retencion con patrones especificos, utilizando el indice de Kovats, y los andlisis de los
espectros de masas obtenidos para cada pico registrado en los cromatogramas.Estos se
compararon con los espectros de masas de los compuestos patrones (Soto y col. 2011; Roux
y col. 2006; Hernandez y col. 2006), y por el clivaje en los enlaces; estos puntos son claves
para la identificacion quimica de compuestos hidrocarburos en general.

Los lipidos cuticulares juegan un papel critico en la supervivencia de los insectos
en los diferentes ambientes terrestres (Blomquist y col. 1987). Entre los lipidos cuticulares,
los hidrocarburos han recibido bastante atenciéon debido a varias caracteristicas (Alarie y
col. 1998).En primer lugar, estos compuestos son los mas abundantes en la superficie de
muchos insectos, son féciles de extraer y existen técnicas estandarizadas para lograr
estudiarlos. En segundo lugar, los hidrocarburos también pueden tener varias funciones en
el comportamiento de los insectos. Por dltimo, los hidrocarburos cuticulares pueden ser
usados como caracteres taxonomicos o en estudios de sistematica (Howard 1993;
Blomquist y Bagneres 2010).
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Los hidrocarburos de la cuticula pueden variar cualitativa y cuantitativamente,
pueden encontrarse en pequefias proporciones como en el plecdptero Pteronarcys
californica (Arnold y col. 1969) donde constituyen el 3% de los lipidos cuticulares, hasta
constituir el componente mayoritario de los mismos como en los blatodeos Periplaneta
japonica y Periplaneta americana (85 % y 90 %) (Warthen y Uebel 1980) y Locusta
migratoria (78 % y 92 %) (Genin y col. 1986). Usualmente se encuentran como mezclas
complejas de alcanos (n-alcanos) saturados o insaturados, de cadena lineal o metil
ramificados, alquenos (n-alquenos), entre otros.

Varios picos no pudieron ser identificados debido a la baja concentracion de estos
en las muestras, por no haber sido reportados en la literatura para comparacion de sus
tiempos de retencion con el indice de Kovats y porque no fue posible la determinacion de
los espectros de masas, ya que estos compuestos pueden ser el resultado de las mezcla de
varios compuestos. Por lo tanto, seria necesario el aislamiento y analisis de los compuestos
por medios de otras metodologias.

Debido a la diferencia observada en los cromatogramas obtenidos para cada una de
las especies estudiadas, se deduce que la composicion de los hidrocarburos cuticulares
muestradiferencias (Figuras 28 y 29). Esto se puede evidenciar en la Figura 26, donde los
cromatogramas comparados de las hembras de las tres especies de dipteros, a saber:
Cyrtoneurina sp., Peckia (Pattonella) intermutans y Chrysomya albiceps, presentan
compuestos que son comunes Yy tienen un tiempo de retencién idéntico; esto es observado
de la misma manera para los machos de tres especies (Figura 29). Los puntos verdes
representan los picos de un mismo compuesto que estan presentes en las 3 especies, el
alcano lineal C,7 (Heptacosano) con un tiempo de retencion de 29,6 min. Los puntos rojos
representan otro compuesto que fue encontrado en las tres especies con tiempo de retencion
de 32 min. Al comparar los espectros de masas de dichos picos para cada una de las
especies, concuerdan y son idénticos, identificandolo como un alcano lineal Cyg

(Nonacosano).
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Figura 28. Cromatogramas comparados de iones totales de hidrocarburos cuticulares de dipteros

hembra de las especies: Cyrtoneurina sp. (azul), Peckia (Pattonella) intermutans (rojo) y
Chrysomya albiceps (Negro).
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Figura 29. Cromatogramas comparados de iones totales de hidrocarburos cuticulares de dipteros
machos de las especies: Cyrtoneurina sp. (azul), Peckia (Pattonella) intermutans (rojo) vy
Chrysomya albiceps (negro).

En la mayoria de las especies estudiadas, los n-alcanos se encontraron como series
continuas homologas de longitud variable de n-C,; a n-Cg, tal como en la cucaracha
Arenivaga investigata (Jackson 1983). Sin embargo, algunas especies poseen series
compuestas totalmente de n-alcanos impares, como en el género Melanoplus sp. Donde la
serie impar va desde n-C,3 a n-Cy9 (Jackson 1981). En los HC identificados a partir de
dipteros asociados a los cadaveres de cerdo (Sus scrofa L), se aprecia que hay una
predominancia de las cadenas impares de n-Cy3 a n-Ca;.

La proporcion de n-alquenos fue variable en las especies de dipteros estudiados,
pero pueden variar su proporcién en distintos insectos, desde el 0,8 % de los lipidos
cuticulares en el odonato Sympetrum danae (Jacob y Hannsen 1979) hasta el 68 % como
en el himenoptero Pikodema alaskensis (Bartelr y col. 1984). Estos lipidos cuticulares de la

mayoria de las especies estudiadas presentaron mezclas isomericas de metilalcanos, los
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cuales se encontraron como mono o dimentilalcanos y uno solo compuesto como
trimetilalcano.

La distribucion de los monometilalcanos varia ampliamente entre las especies
pertenecientes a un grupo determinado de insectos. En las especies de dipteros asociados a
los cadaveres de cerdo se identificaron hidrocarburos cuticulares que van desde 3- a 7-
metilalcano en la especie Peckia (Patonella) intermutans, pero compuestos como 9-,11-,13-
metilalcanos fueron comunes para la mayoria de las especies. En Ortdpteros de los géneros
Anabrus sp., Acheta sp., Nemobius sp.yGryllus sp. (Blomquist y col. 1976, Jackson y
Blomquist 1976), asi también como en Melanoplus sp. (Jackson 1981, Nelson y col. 1984),
se encuentran 2- y 3-metilalcanos, pudiendo ambos estar presentes o faltar alguno de ellos,
mientras que en Schistocerca americana, S. gregaria y S. vaga (Nelson y Sukkestad 1975,
Lockey 1976, Jackson 1982) se encuentran ausentes. Se encuentran también extensas series
homologas de 2- y 3-metilalcanos en dipteros de los géneros Glossina sp y Musca sp
(Nelson y col 1981, Nelson y Carlson 1986).

La mayoria de las especies presentan series de cadenas pares e impares de
dimetilalcanos, aunque las cadenas impares suelen predominar. Del mismo modo que los
monometilalcanos, estos se presentan casi siempre como mezclas isoméricas en las cuales
ambas ramificaciones pueden estar separadas por 3 a 15 grupos metileno. La mezcla de
isdbmeros puede ser escasa, con pocas series homologas o llegar hasta cerca de cuarenta
dimetil isomeros, como en el grillo Melanoplus packardii (Nelson y col. 1984), con
cadenas de 28 a 55 carbonos. En Musca domestica (Nelson y col. 1981) las ramificaciones
van desde la posicion 3- a la 17- de la cadena, por ejemplo mezclas de 3,7-, 3,9-, 3,11,
3,13-, 9,13-, 11,15-, y 13,17-dimetil C,9. Compuestos dimetilalcanos estuvieron presentes
en los perfiles de hidrocarburos de la especie Peckia (Pattonella) intermutans, mezclas
como 11,13-dimetil-C,7 y 2,5-dimetil-C,g y mezclas isoméricas como 11,13-dimetil-Cgg en
la especie de muscido Cyrtoneurina sp y los dipteros del género Hemilucilia sp., pero a
pesar de que tienen un compuesto comun para ambos, mezclas como 13,15-dimetil-Cyg
estuvieron solo presentes en la especie Cyrtoneurina sp; igualmente, compuestos que no
son comunes para dipteros de una misma familia, como por ejemplo el 11,15-dimetil-C3y en
la especie Chrysomya albiceps, no estuvo presente en las otras especies; esto puede
explicarse, como ya se ha comentado anteriormente, debido a que existe una gran variacion

en las combinaciones de mezclas de dimetilalcanos que pueden significar una
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diferenciacion entre dipteros de distintas familias; de hecho, pueden ser un componente
escaso de los hidrocarburos cuticulares o constituir una gran proporcion de los mismos
como en hembras de la mosca tse-tse Glossina pallidipes, en la cual comprenden cerca del
75% (Nelson y Carlson 1986).

Los trimetilalcanos, a diferencia de lo que ocurre con los dimetilalcanos, son
reportados en la mayoria de las especies analizadas, las cadenas con nimero par de a&tomos
de carbono suelen predominar sobre las de numero impar; el compuesto 11,13,15-trimetil-
Ca presente en la especie Chrysomya albiceps(Calliphoridae), también se presenta en
algunas especies como la langosta S. americana (Jackson 1982), en las que solo se
encuentran cadenas pares, mientras que en otros insectos como la mosca tse-tse Glossina
auteni (Nelson y Carlson 1986) se detectaron series homologas continuas de 34 a 41
atomos de carbono de la cadena. De manera comun, las ramificaciones estan separadas por
tres grupos metilo (Lockey 1988) siendo los isébmeros 9,13,17-, 11,15,19-, 13,17,21- y
15,19,23- los mas usuales.

La Tabla 11, muestra un matriz de presencia-ausencia de los compuestos
identificados en las especies de dipteros asociados a los cadaveres de cerdo, para ambos

sexos, asi como también sus indices de retencion (IR) determinados.
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Tabla 11.Matriz presencia-ausencia de la composicion de hidrocarburos cuticulares de los

dipteros asociados a cadaveres de cerdos (Sus scrofa L.) y sus indices de retencion.

Cyrtoneurina | Peckia (Pattonella) Chrysomya Hemilucilia sp. Hemilucilia Lucilia eximia.
Compuesto IR sp. /3 intermutans /3 albiceps 9/3 /3 segmentaria Q/J3 /3
tricosano 2300 X X
hs2 2300,2 X
Desconocido 5 23423 X
7-,11-dimetil-c21 23437 X
ramificado-C24 2459,3 X
Desconocido 3 24952 X
Pentacosano 2500 X X
HS1 2530,9 X
Desconocido 4 2686,1 X
heptacosano 2700 X X X X
9-;11-;13-metil-c27 2738,3 X X
7-metil-c27 27424 X
11-;13-metil-c27 2746 X
5-metil-c27 2759,2 X
11-,13-dimetilC27 2768,1 X
3-metil-c27 2774,6 X
desconocido 1 2775,4 X
X-,x-dimetil-c27 2769,9 X
desconocido 2 2768,3 X
Algueno 2767,6 X
octacosano 2800 X
€29:1 + 3-metil-c28 2827 X
Desconocido 6 2897,9 X
nonacosano 2900 X X X X
13-,15-dimetil-c29 + desc 29314 X
11-;13-metil-c29 2935 X
9-;11-;13-metil-c28 2937,1 X
7-metil-c29 29424 X
2-,5-dimetil-c28 2965,3 X
4-metil-c29 + desc 2962,5
2-metil-c30 3052,6 X X X
c31:1+x 3069,1 X
¢31:1 + 3-metil-cx 3069,1 X
11-,15-dimetil-c30 3080,6 X
entriacontano 3100 X X
11-;13-;15-metil-c31 3122 X
11-,13-dimetilC30 3123 X X
11-,13-,15-trimetil-c31 3227 X
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Todos los compuestos detectados en los analisis cromatograficos tuvieron su indice
de Kovats calculado, y enumerado en forma creciente (Tabla 11), resaltando que para cada
compuesto se presenta un valor del indice caracteristico.

Con base en los patrones de hidrocarburos, los indices de Kovats calculados vy el
analisis de los espectros de masas de los compuestos, se pudo observar que las seis especies
de dipteros: Cyrtoneurina sp, Peckia (Pattonella) intermutans, Chrysomia albiceps,
Hemilucilia sp, Hemilicilia segmentaria y Lucilia eximia, presentan diferencias en la
composicion de los hidrocarburos cuticulares (Tabla 10), detallando que hay compuestos
que fueron caracteristicos de cada una de las especies y no fueron encontrados en las otras
analizadas. Se puede apreciar como hay un rango de hidrocarburos que van desde cadenas
de C,3 a C3; &tomos de carbono y que son los alcanos n-Cy; ¥ n-Cyg con valores de IR de
2700 y 2900 respectivamente, siendo los que predominan.

El heptacosano (n-C,7) fue comun para cuatro de las seis especies analizadas:
Cyrtoneurina sp, Peckia (Pattonella) intermutans, Chrysomya albicepsy Hemilucilia sp. El
alcano lineal nonacosano (n-Cyg) también fue comin para las mismas especies de dipteros:
Cyrtoneurina sp, Peckia (Pattonella) intermutans, Chrysomya albiceps y Hemilucilia
sp.Soliday y col. (1974), encontraron que en un rango de alcanos desde n-C,; a n-Csz, los
alcanos lineales heptacosano(n-C,7) y nonacosano (n-Cyg) fueron los alcanos de mayor
abundancia en los saltamontes Melanoplus sanguinipes y Melanoplus packardii. Se ha
determinado que de la mayoria de los hidrocarburos saturados de cadena recta, el
heptacosano (n-C,7) representd el compuesto de mayor importancia en los estudios
realizados con hidrocarburos de polillas de la especie Lymantria dispar (Jurenka y Subchev
2000). Algunas especies muestran una proporcion variable que depende del sexo (mayor
en hembras que en los machos) como se observd en los distintos perfiles de HC analizados
en las especies de triatominosTriatoma garciabesi y T. sordida, determinandose que
existia una predominancia del alcano de cadena lineal nonacosano (n-Csg) (Calderon 2008).

La abundancia de estos compuestos en los insectos se puede deber a que al ser
alcanos lineales de cadenas largas, estos compuestos encontrados en la cuticula los ayudan
a mantener el balance de agua interno y los previene asi de la desecacion (Blomquist y col.
1987); por tal motivo, la mayoria de los dipteros asociados a cadaveres de cerdo que fueron
analizadospresentaron estos alcanos lineales en sus cuticulas, ya sea en bajas o altas

concentraciones.
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Aunque la composicion de los hidrocarburos cuticulares identificados para las todas
las especies de dipteros procesados presentaron similitud en los compuestos presentes en
ambos sexos, mas no asi en las abundancias relativas de los mismos. Estas similitud en la
composicion de los hidrocarburos en una misma especie pueda deberse a procesos en la
especiacion de un determinado grupo de insectos. Pero a su vez, la diferencia en las
abundancias relativas de los compuestos en especies de diferente sexo podria explicarse a la
posibilidad de que sean algunos de esos compuestos los que permitan un reconocimiento
por contacto entre dichas especies.Por tal motivo, la funcion de las sustancias cuticulares
como feromonas de contacto y el estudio de su composicidén quimica, es una herramienta
necesaria para la comprension del proceso de comunicacion quimica (Bagneres y Morgan
1990).

La Tabla 12 muestra los valores de las medias y desviaciones estandar de las
proporciones relativas de los hidrocarburos cuticulares de los dipteros analizados. Se aplicd
la prueba T de student, usando la funcion Prueba T de Microsoft Excel ®, para los dos
grupos (Hembra y Macho) en cada uno de los compuestos, para determinar el valor de
probabilidad (Valor p).

Tabla 12. Media y desviacion estandar de la proporcion relativa de Hidrocarburos

Cuticulares presentes en dipteros de interés forense asociados a cadaveres de cerdos (Sus

scrofa L.).
Peckia
Cyrtoneurina (Pattonella) Chrysomya Hemilucia
Especie/ Sexo Sp. intermutans albiceps Hemilucilia sp | Lucilia eximia | segmentaria
5¢Q 10 @ 79 5¢Q 29 79
N 538 94 34 34 18 348
23+1,892 1,1+0,3 @
C23 36+347 — 21+£123 — — —
231039
HS2 — — — — 25+0 & —
10,4+6,2 Q
Desco 5 — — — — — 64+29 &
93+22¢9
7-,11-dime-c21 — — — 20,7+9,9 3 — —
13,6+6,2 9
ramifi-C24 — — — — 17,3+0 & —
12,3 +44 9
Desco 3 — — — — 99+0 & —
21,6+9,19 21+08¢9
C25 22,1+6,6 3 — 21+133 — — —
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Hs 1 — — — 521423 — —
26,5+21,19
Desco 4 — — — 19,7+0 & —
374+156 9 | 29,4+11,7Q* 33+£229 452 +10,1 9
C27 171+124 3 174+323 * 29+234% — 5040 & —
45+159Q 10,4+ 52 Q
9-;11-;13-met-c27 311748 86177 — — — —
27+£199
7-met-c27 36+483 — — — — —
148+3,6 9%
11-;13-met-c27 — — 13,6497 — — —
1,320,592
5-met-c27 — 1,320,873 — — — —
1,1+£06 9
11-,13-dimetC27 — 142073 — — — —
10,3+4,592
3-met-c27 — 94+227 — — — —
1,2+059
desco 1 — 1,4+0,7J — — — —
1,3+0,4 9
X-,X-dimet-c27 — 1,3+0,8J — — — —
1,56+04 9
desco 2 — 15 +06 & — — — —
81+2809
Alqueno — — 6,7+28J — —
6,8+1,3 2
C28 — 43+113* — — —
93 £479*
€29:1 + 3-met-c28 25,1+129 3 * — — — — —
58+36 %
Desco 6 — — — 4111 &
10,1+3,3Q 181+3,7 9 16,1279 | 81+28°9
C29 6,4+293 19,7+53 4 154+113 6,8+2843 — —
44269
13-,15-dimet-c29 + desco 39+1273 — — — — —
19,9+£22 9
11-;13-met-c29 — — 21,6+0,6 & — — —
11,2 £7,4 Q*
9-;11-;13-met-c28 — 182+45J3 * — — — —
150,89
7-met-c29 — 1,3+0,73 — — — —
25+£22Q*
2-,5-dimet-c28 — 6,4+1943* — — — —
95+43¢9
4-metil-c29 + desco — 116+16J3 — — — —
53+1,49 48,2 + 13,89 83,6+8,6 9
2-met-c30 — — 8,1+6,77% 426+104 & — 89,3+38 3
13,8+£23 ¢
c31:1 + X — — 10,3+6,3 3 — — —
56+27Q
c31:1 + 3-met-cx 10,1+57 4 — — — — —
56+1,38¢
11-,15-dime-c30 — — 48+06 3 — — —
39+199 84£239
C31 — — 6,1+26 3 10,1+4973 — —
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53+1,39
11-13-;15-met-c31 — — 64+327 — — —
16 £109 974219
11-,13-dimetC30 461517 — — 774240 — —
15¢1,19
11-,13- 15-trime-c31 — — 1,8£ 0,73 — — —

No se observaron diferencias significativasen la mayoria de los compuestos
presentes en ambos sexos de la especie Cyrtoneurina sp (Muscidae), excepto para el
compuesto Cyg:1 + 3-met-Cpg(Prueba T; P= 0,04 < 0,05). La comparacion a traves del
analisis de varianza (ANOVA) confirmé que existe una diferencia significativa entre ambos
sexos de esta especie (ANOVA; N= 10; F= 4,638; p=0,00005 <0,05). Situacién similar
ocurrio con la especie Peckia (Pattonella) intermutans (Sarcophagidae), quien presentd una
diferencia significativa entre machos y hembras en tres de sus compuestos: el alcano lineal
Heptacosano (C,7) (Prueba T; P=0,01 < 0,05), el 9-,11-,13-met-Cyg (Prueba T; P=0,02
<0,05) y el 2-,5-dimet-C,g (Prueba T; P=0,0008< 0,05). El andlisis de varianza para ambos
sexos permitié determinar diferencias significativas entre ambos (ANOVA; N=9; F=6,190;
p=0,0000001<0,05),

Para las especies de la Familia Calliphoridae: Chrysomya albiceps (ANOVA; N=3;
F=0,927; p= 0,463> 0,05); Hemilucilia sp (ANOVA; N= 3; F= 0,068; p= 0,275 > 0,05) y
Hemilicilia segmentaria (ANOVA; N=3; F= 1,207; p= 0,41>0,05),n0 se
encontrarondiferencias significativas en las proporciones de los distintos HC, entre ambos
sexos.Sin embargo, la especie Chrysomya albicepspresentd diferencia significativa entre
hembras y machos en el alcano lineal Octacosano (Prueba T; P=0,02 < 0,05).

Ya se ha comentado que existen diferencias en la composicion o en las abundancias
relativas de los patrones de hidrocarburos cuticulares de insectos debido a diversos factores
como la edad, estado de desarrollo y sexo de los insectos (Jackson y Blomquist, 1976;
Blomquist y col., 1987; Trabalon y col.,1988b). Los insectos tienen un método importante
y eficaz de reconocimiento antenal, que requiere de tan solo 0,1 segundos de contacto
(Clement, 1982). El trabajo de Bonavita-Cougourdan y col., (1987) en Camponotus vago
(Formicidae) ha demostrado que los hidrocarburos de la cuticula se utilizan como sefiales
de reconocimiento, como las feromonas de corto alcancetambién denominadas de

contacto;estos son compuestos hidrocarbonados que forman parte de la cuticula 'y permiten
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reconocer una potencial pareja (Singer, 1998). Estos hidrocarburos comprenden mezclas de
compuestos que incluyen, como hemos mencionado antes,n-alcanos, n-alquenos,
monometilalcanos, dimetilalcanos y trimetilalcanos (Blomquist y Jackson, 1979). Se
encuentra informacién disponible de la existencia de este tipo de compuestos en insectos de
la familia Cerambycidae (Allison y col. 2004), Staphylinidae (Peschke y Metzler, 1987) y
Chrysomelidae (Sugeno y col., 2006). Todas esas investigaciones concuerdan en que estos
hidrocarburos de corto alcance estan presentes en la cuticula de las hembras y podrian
presentar menos proporcion en la cuticula de los machos (Singer, 1998).

La diferencias presentadas de acuerdo a las abundancias relativas de los compuestos
entre hembras y machos, podrian indicar que la relacién entre compuestos o algln
compuesto sexo-especifico, son factores importantes para una posible actividad como
feromona de contacto en los dipteros, pudiendo correlacionarlo con lo que ocurre con
especies del orden Coleoptera (Zhang y col., 2003; Ginzel y col., 2006).

Se realiz6 un anélisis discriminante candnico lineal con los valores de las
abundancias relativas de los distintos HC encontrados en las distintas especies analizadas.
Este analisis nos permite analizar las diferencias entre y dentro de los grupos o especies

respecto a dichos compuestos presentes y sus proporciones relativas.

121



Funcion4

Grafica de Funciones Discriminantes

n - e =
B A 10 " ca
B 1 = Ct
211 |- - - Hs
C 4 + Hemi
C 3 Le
11 — - PPi
1 F - - o .
C + L o R ! ]
s F =
| " ¥ -
- . .
19 — I I I il I 11—

—
&n
=
o
o
—
&N
=]

Funcions

Figura 30. Anlisis discriminante de hidrocarburos cuticulares de dipteros asociados a cadaveres
de cerdos (Sus scrofa L.) (Ca: Chrysomya albiceps, Ct: Cyrtoneurina sp, Hs: Hemilucilia

segmentaria, Hemi: Hemilucilia sp, Le: Lucilia eximia, PPi: Peckia (Patonella) intermutans).

En la Figura 30 se observa que los dipteros de las especies Cyrtoneurina sp, Peckia
(Pattonella) intermutans, Chrysomya albiceps, Hemilucilia sp, Hemilicilia segmentariay
Lucilia eximiaasociados a los cadaveres en descomposicion, fueron separados en grupos
claramente diferenciables, basado en los mejores parametros que permitieron llevar a cabo
la discriminacion (Anexo 2).

Se conoce que si bien la composicion de la mezcla de hidrocarburos cuticulares de
una especie dada es genéticamente controlada (Page y col.,1991; Coyne y col.,1994), esta
composicion variable se puede ver afectada por factores ecoldgicos, ambientales,
ontogénicos y fisioldgicos (Espelie y col., 1994; Howard, 1998; Vander Meer y Morel,
1998). Por ejemplo, en la termita Cyrtotermes brevisse pueden modificar sus hidrocarburos
cuticulares como respuesta a cambios de temperatura y humedad relativa (Wooddrow y
col., 2000). En el parasitoide Cephalonomia tarsalis se ha encontrado que es la
alimentacion en las hembras, pero no en los machos, la que afecta la cantidad de
hidrocarburos presentes (Howard, 1998).

Son pocos los trabajos en los que se ha estudiado detalladamente la variabilidad de
una especie mediante la caracterizacion de los hidrocarburos cuticulares de distintas

poblaciones. Haverty y col. (1988) estudiaron el género de termitas Zootermopsis sp., a
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partir del analisis de distintas colonias encontraron cuatro fenotipos de hidrocarburos que se
correspondian con bastante precision con las distintas especies del género, previamente
determinadas mediante caracteres morfoldgicos. Estos resultados nos permitirian inferir,
basadndonos en nuestros resultados, que la separacion de los grupos de especies mediante la
caracterizacion de los hidrocarburos cuticulares puede ser valida y aplicable para insectos
de interés forense.

Los compuestos n-alcanos tienen una predominancia en la composicion de
hidrocarburos de la cuticula de diversos insectos. En la Figura 31 se puede observar la
dispersion de las distintas especies de dipteros estudiados en funcion de las proporciones

relativas de los alcanos lineales n-C,7 y n-Cyg.
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Figura 31. Diagrama de dispersion de los principales n-alcanos de hidrocarburos cuticulares de
dipteros asociados a cadaveres de cerdos (Sus scrofa L.) (Ca: Chrysomya albiceps, Ct:
Cyrtoneurina sp, Hs: Hemilucilia segmentaria, Hemi: Hemilucilia sp, Le: Lucilia eximia, PPi:

Peckia (Patonella) intermutans).

En la mencionada figura se aprecia como las especies en su mayoria estan
distribuidas a lo largo del diagrama en relacion a las abundancias de los compuestos n-Co7y
n-C,9. Se observa una escasez en las abundancias relativas del alcano linealn-Cy; en las

especies Hemilucilia spyHemilicilia segmentaria. Esta diferenciacion genética podria estar
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relacionada a una expresion o regulacion de las enzimas involucradas en el proceso de
elongacion de cadenas metil ramificadas y de liberacién a partir del sistema elongante de
las cadenas de &cidos grasos lineales de 28 atomos de carbono, que son precursoras del n-
Co7, lo cual coincide con los estudios que sefialan diferenciacion que exhiben ciertos
triatominos respecto al perfil de hidrocarburos tipico de la especie, un grado de
diferenciacion comparable al de otras especies (Calderon 2008). Importante también parece
ser la mayor homogeneidad presente en las cantidades realtivas de n-C,; en la especie
Chrysomya albiceps, respecto a las especies Cyrtoneurina sp y Peckia (Patonella)

intermutans, estas Gltimas con una gran dispersion de sus puntos en el grafico (Fig. 31).

Estudios han demostrado que los trescompuesos lipidicas principales de la cuticula
del insecto: hidrocarburos, alcoholes grasos y acidos grasos libres o esterificados, estan
relacionados biosintéticamente; y que los &cidos grasos de 26, 28, 30, 32 y 34 adtomos de
carbono en la cadena lineal son los sustratos para la sintesis de los principales
hidrocraburos (n-Cys, n-Cu7, N-Cyg, N-Cgp, Y N-Cg33) (Calderon, 2008); este Gltimo proceso
ocurriria mediante una via de decarboxilacion/decarbonilacion reductiva (Reed y col.,
1994; Schneider-Behaddad y Kolattukudy, 2000; Blomquist, 2003). En las especies Lucilia
eximia y Hemilicilia segmentaria se presenta el caso contrario, exhiben una escasez en el
compuesto de cadena lineal n-Cq, lo que podria deberse a problemas experimentales como,
por ejemplo, la cantidad de muestras; quizas para estas especies se requiere mayor cantidad
de muestra para observar una mejor resolucion en la proporcién de los compuestos, o0 bien
los picos no pudieron ser identificados debido a la baja concentracion de estos en las

muestras analizadas.
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CONCLUSIONES

1) Se obtuvieron un total de 18 especies de insectos claramente asociadas a los distintos
estados de descomposicion de los cerdos (Sus scrofa L.). De ellas, 12 pertenecen al orden
Diptera y 6 al orden Coleoptera. Las otras 7 especies encontradas fueron consideradas

como incidentales y de nula 0 muy poca importancia en el proceso de la descomposicion.

2) Del grupo de los dipteros, la familia Calliphoridae fue la mas rica en especies, con 9,
sequida de Sarcophagidae, Muscidae y Phoridae, con 1 especie cada una. Dentro del grupo
de los coledpteros, cada especie hallada pertenecio a una familia distinta.

3) Los géneros y especies de califéridos hallados estan entre los cominmente presentes en
los procesos de descomposicion y la mayoria son especies de caracter sinantropico; a saber:
Chrysomyaalbiceps, C. megacephala, C. rufifacies, Hemiluciliasegmentaria, H.
semidiaphana y Hemilucilia sp, Luciliaeximia, Lucilia sp y Cochliomyiamacellaria. El
sarcofagido hallado fue la especie Peckia(Patonella) intermutans y el muscido pertenece al
género Cyrtoneurinasp.

4) Las familias, géneros y especies de coledpteros hallados estan también entre los
comunmente presentes en los procesos de descomposicion, a saber: Euspilotus nigrita
(Histeridae), Necrobia rufipes (Cleridae), Dermestes maculatus (Dermestidae) Omorgus

suberosus (Trogidae) Onthophagus sp. (Scarabaeidae) Anotylus sp. (Staphylinidae).

4) Se capturaron un total de 2716 individuos pertenecientes a 4 6rdenes de insectos y al
orden Acari de la Clase Arachnida.El orden Diptera fue el de mayor abundancia relativa
(92,8 %), seguida del orden Coleoptera con apenas el 7 % de la abundancia relativa. Los
demas oOrdenes y familias (Hemiptera: Cicadidae, Hymenoptera: Formicidae y Acari)

apenas representaron el 0,2 % restante.

5) En cuanto a la abundancia relativa de las especies capturadas, los dipteros de la familia
Calliphoridae (82 %) fueron claramente los mas dominantes, especialmente a través de la
especie Chrysomya albiceps (66 %), seguida de Hemilucilia segmentaria (11 %), Lucilia

eximia (3 %) y Chrysomya megacephala (2 %). Las 2 especies de dipteros restantes
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presentaron bajas abundancias relativas: Cyrtoneurina sp (11 %) (Muscidae) y Peckia
(Patonella) intermutans (0,8 %) (Sarcophagidae). Para Coleoptera, las especies Necrobia
rufipes (5 %) (Cleridae) y Dermestes maculatus (1,5 %) (Dermestidae) fueron las més
abundantes, seguidas de Anotylus sp (0,7 %) (Staphylinidae), Omorgus suberosus (0,3 %)
(Trogidae) y Euspilotus nigrita (0,2 %) (Histeridae).

5) Las especies del género Chrysomya, Peckia (Patonella) y Cyrtoneurina, presentaron una
proporcion hembra/macho alrededor de 2:1; en los géneros Hemilucilia y Lucilia fue mas
homogénea, menor a 1,5:1. Como estrategia de colonizacién y aprovechamiento del recurso
presente, la presencia de una mayor cantidad de hembras parece ser la mas apropiada para

ejercer dominancia y control del citado recurso.

6) La mayoria de las especies de dipteros estuvieron presentes durante los 4 primeros
estados de la descomposicion, asi como en las etapas o dias 5 y 6, que consideramos como
de esqueletizacion parcial. La especie Chrysomya albiceps estuvo presente practicamente
en todas las etapas o dias de muestreo. Los coledpteros estuvieron presentes principalmente
durante los estados de descomposicion mas avanzada y esqueletizacion de los cadaveres.

Este patron general es consistente con la mayoria de los trabajos consultados.

7) La especie Cyrtoneurina sp (Muscidae) estuvo principalmente asociada a las distintas
etapas del estado de esqueletizacion. Debido a su diminuto tamafio, parece estar mas
adaptada al aprovechamiento de los restos de tejidos y cartilagos adheridos a la piel y
huesos, estados del recurso igualmente aprovechados por los coledpteros Necrobia rufipes
(Cleridae), Dermestes maculatus (Dermestidae) y Omorgus suberosus (Trogidae).
Probablemente, los patrones de presencia-ausencia y abundancia de todas estas especies

pueden estar reflejando algin proceso de interaccion competitiva durante dicho estado.

8) Las especies de coledpteros depredadores Euspilotus nigrita (Histeridae) y Anotylus sp
(Staphylinidae), estuvieron claramente asociadas a estados y etapas de descomposicion
distintos, muy probablemente alimentandose de las larvas de dipteros mas abundantes
presentes en cada una de ellas. Asi, E. nigrita mas asociada con larvas de califéridos en las
primeras etapas y Anotylus sp mas asociada con larvas de Cyrtoneurina sp en las etapas

finales de la esqueletizacion.
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9) Para el proceso de sucesion heterotrofica, ademas de los factores cantidad y calidad del
recurso, es importante tomar en consideracion los factores bioldgicos de historia de vida de
las especies involucradas, especialmente sus ciclos de vida. Los distintos tiempos de
desarrollo de sus fases pueden incidir fuertemente en los patrones observados,

especialmente como, cuando y cuanto varie la cantidad y calidad del recurso.

10) En el andlisis de los hidrocarburos cuticulares de los dipteros asociados a cadaveres en
descomposicion se pudo observar que las seis especies de dipteros analizadas:
Cyrtoneurina sp, Peckia (Pattonella) intermutans, Chrysomia albiceps, Hemilucilia sp,
Hemilicilia segmentaria y Lucilia eximia, mostraron diferencias en la composicién de los
hidrocarburos cuticulares, presentando compuestos que fueron caracteristicos para cada una

y no fueron encontrados en las otras analizadas.

11) Se encontraron hidrocarburos cuticulares de cadena lineal, metil, dimetil y trimetil
ramificados para la mayoria de los dipteros analizados, asi como también algunos alquenos

solo presentes en las especies Cyrtoneurina sp y Chrysomia albiceps.

12) De los hidrocarburos cuticulares identificados a partir de dipteros asociados a los
cadaveres de cerdo (Sus scrofa L), fueron los alcanos lineales heptacosano (n-C,7) y
nonacosano (n-Cy) los de mayor abundancia en la cuticula de los dipteros, al ser alcanos
lineales de cadenas largas, ayudan a mantener el balance de agua interno y previene de la

desecacion a los insectos.

13) Para todas las especies de dipteros: Cyrtoneurina sp, Peckia (Pattonella) intermutans,
Chrysomia albiceps, Hemilucilia sp, Hemilicilia segmentaria y Lucilia eximia, asociados a
cadaveres de cerdo (Sus scrofa L.), se encontré que la composicion de los hidrocarburos
cuticulares identificados presentaron similitud entre ambos sexos de una misma especie,

mas sin embargo estos variaron en sus abundancias relativas.

14) Se encontrd diferencias significativas entre hembras y machos en algunos compuestos
de hidrocraburos como Cy:1 + 3-met-Cyg en la especie Cyrtoneurina sp;para la especie
Peckia (Pattonella) intermutans una diferencia significativa entre machos y hembras en tres

de sus compuestos: el alcano lineal Heptacosano (C,7), 9-,11-,13-met-Cyg y 2-,5-dimet-Cyg
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'y la especie Chrysomya albicepspresentd diferencia significativa en el alcano lineal

Octacosano.

13) Mediante el perfil de los hidrocarburos cuticulares de insectos, es posible separar las
especies mediante andlisis discriminante de acuerdo a las abundancias relativas de sus
compuestos, como se evidencid en las especies: Cyrtoneurina sp, Peckia (Pattonella)
intermutans, Chrysomya albiceps, Hemilucilia sp, Hemilicilia segmentaria y Lucilia eximia

asociados a los cadaveres en descomposicion

RECOMENDACION FINAL

Este estudio intenta fomentar los trabajos relacionados en el area de la Entomologia
Forense como apoyo a las instituciones de investigacion legal en Venezuela. Es importante
realizar mas estudios en esta area en distintas localidades y bajo una diversidad de
condiciones climaticas lo cual podria determinar cambios tanto en la composicion de
especiescomo en su secuencia de aparicion, de gran importancia para la futura creacion de

una base de datos de este tipo en el pais.
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ANEXOS

Anexo 1.Registro fotografico durante los 15 dias de muestreo en campo.

Anexo 1.2. Dia 2.Masa larvaria con gran actividad en el ojo izquierdo.
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(@) (b)

Anexo 1.5. Dia 5. Cerdo en estado de esqueletizacion.
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(a) (b)

(a) (b) (c)

Anexo 1.8. Dia 8. (a) Cerdo en estado de esqueletizacion. (b) Presencia de larvas de
pequefio tamafio. (c) Pupas enterradas.
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(a) (b)

Anexo 1.11. Dia 11 (a) Restos esqueletizados del cerdo. (b) Presencia de puparios.
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(b)

Anexo 1.12. Dia 12 (a) Restos esqueletizados del cerdo. (b) Mosca emergiendo del
pupario.

(b)

Anexo 1.13. Dia 13 (a) Cerdo parcialmente esqueletizado. (b) Presencia de coledpteros y
pequefias larvas.
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Anexo 1.14.Dia 14 (a) Restos esqueletizados del cerdo. (b) Presencia de gran cantidad de

puparios.

(b)

Anexo 1.15. Dia 15. (a) Presencia de larvas pequefias en los restos del cadaver. (b) Estado

de esqueletizacion parcial del cerdo.
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Anexo 2. Matriz de coeficientes de la funcion discriminante para las especies de dipteros
asociados a cadaveres de cerdo (Sus scrofa L.)

Compuestos / Funcién 1 2 3 4 5
C23 5,58425E6 -1,29542 -1,76979 0,138339 -0,225337
HS2 -10619,7 0,00128153 0,00297093 -0,000791197 0,000248328
Desco 5 1,12359E7 3,88297 -0,645524 0,788284 0,260862
7-,11-dime-c21 1,37007E7 3,39614 -1,28504 0,794299 -1,18528
ramifi-C24 -3,16443E6 0,517852 0,958299 -0,284737 0,0578869
Desco 3 652107, -0,275999 -0,288394 0,119648 0,00812425
C25 1,51499E7 -4,24826 -5,84289 2,97008 0,241444
Hs 1 6,10354E6 4,02109 -8,89303 -1,03553 -4,37981
Desco 4 4,69466E6 -1,63105 -1,88506 0,733176 0,0163248
c27 4,62948E7 -12,2079 -16,5072 5,83391 -0,29818
9-;11-;13-met-c27 1,19188E7 -2,89919 -3,93801 -0,597875 -0,112489
7-met-c27 7,02462E6 -2,20362 -2,89843 1,76059 0,4052
11-;13-met-c27 7,63989E6 -1,04332 2,7057 -0,335792 -1,29423
5-met-c27 1,99572E6 -0,958916 -0,770382 -0,79911 0,702277
11-,13-dimetC27 1,94886E6 -0,439902 -1,2782 0,471889 0,241072
3-met-c27 1,01419E7 -2,59808 -3,42538 -0,473232 0,0856966
desco 1 1,82572E6 -0,32663 -0,295371 1,06677 -0,578862
X-,X-dimet-c27 1,88479E6 -0,258279 -0,301623 0,124327 -0,485185
desco 2 1,59215E6 -0,384316 -1,1638 -2,56573 0,902434
Alqueno 4,82344E6 3,07153 11,2747 2,41443 4,18627
C28 3,34583E6 0,0479681 -2,07036 0,15386 -0,415345
€29:1 + 3-met-c28 2,48669E7 -6,53134 -8,68533 2,53732 -0,184401
Desco 6 6,24756E6 2,16127 -0,357231 0,440028 0,222742
C29 1,60729E7 -4,13609 -5,1073 0,120028 -0,230118
13-,15-dimet-c29 + desco 3,91104E6 -1,15267 -1,50502 1,11544 0,0512536
11-;13-met-c29 4,08975E6 -8,94122 3,28161 0,805771 1,19356
9-;11-;13-met-c28 2,00064E7 -5,32004 -7,36025 1,65024 0,243234
7-met-c29 2,24212E6 -0,560664 0,00195924 1,97922 -0,913382
2-,5-dimet-c28 8,06903E6 -2,12323 -2,31389 0,854442 -0,389688
4-metil-c29 + desco 9,71399E6 -2,54712 -3,71378 -0,00776475 0,335349
2-met-c30 2,71311E7 9,36689 -1,56593 1,89623 0,30198
c3l:1+x 7,87547E6 -5,28541 3,68623 0,831702 0,566776
€31:1 + 3-met-cx 9,78747E6 -2,75587 -3,67199 1,67203 0,166215
11-,15-dime-c30 3,24048E6 0,288878 -1,03821 0,195736 -0,496213
C31 7,32877E6 5,41762 -5,66316 -0,299127 -1,7647
11-;13-;15-met-c31 3,95896E6 -10,6428 6,02848 0,425467 -0,201584
11-,13-dimetC30 8,52677E6 -1,74824 -2,54818 0,0297688 -0,70095
11-,13-,15-trime-c31 1,93468E6 10,5252 -6,6616 -0,523781 -1,57212
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Anexo 3. Matriz de presencia-ausencia de las especies de insectos asociados a cadaveres de

cerdo (Sus scrofa L.), editada para el Analisis de Seriacion.

Especies/Dias
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w

[ERN
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Chrysomya albiceps

Chrysomya megacephalla

Chrysomya rufifacies

Hemilucilia segmentaria

Hemilucilia sp

Lucilia eximia

Lucilia sp

Cochliomyia macellaria

Hemilucilia semidiaphana

Peckia (Patonella) intermutans

Cyrtoneurina sp

Euspilotus nigrita

Necrobia rufipes

Dermestes maculatus

Omorgus suberosus

Onthophagus sp

Anotylus sp
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Anexo 4. Matriz de abundancia de las especies de insectos asociados a cadaveres de cerdo
(Sus scrofa L.).

Dias
Orden Familia Especie
1 |2| 3 [4|5]|6|7[8]|]9]10|11|12|13|14]|15
Diptera Calliphoridae Chrysomya albiceps 144 11411339|62(50|12| 1| 6 |16]27[83| 3 35
Chrysomya megacephalla 8 46
Chrysomya rufifacies 1
Hemilucilia segmentaria 236 | 8| 14 | 8 18] 1
Hemilucilia sp 11
Lucilia eximia 43 19 ] 14 111 1
Lucilia sp 1
Cochliomyia macellaria 1
Hemilucilia semidiaphana 1
Sarcophagidae | Peckia (Patonella) intermutans 1 |20
Muscidae Cyrtoneurina sp 1 1 2644194 2112 ]77]124]12
Phoridae P. sp
Coleoptera Histeridae Euspilotus nigrita 3 1]2
Cleridae Necrobia rufipes 16| 8 [12]26] 6 [47
Dermestidae Dermestes macullatus 4 10{3[4([5[6 ]2
Trogidae Omorgus suberosus 2 1 3 1
Scarabaeidae Onthophagus sp 1
Staphylinidae Anotylus sp 911(8
Chrysomelidae C.spl 1
Chrysomelidae C. sp2 1
Curculionidae C.sp 1
Elateridae E. sp (larva) 111
Hemiptera Cicadidae C. sp (Ninfa) 1
Hymenoptera Formicidae Paraponera sp 1
Sarcoptiforme Acaridae Acaros 3
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