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ABSTRACT

Cochliomyia macellaria and Chrysomya rufifacies are the main insect species infesting
decomposing cadavers in western Puerto Rico. The developmental cycle and temperature
effects on larval growth in both species were studied at temperatures of 25, 30, and 35 °C,
under a photoperiod of 12:12 hours and 70-90% of relative humidity. The duration of the
developmental period from oviposition to adult emergence was inversely proportional to the
rearing temperature. Cochliomyia macellaria had an average developmental period of 12.0
and 8.7 days at 25 and 30 °C, respectively, whereas a regime of 35 °C was lethal for pupae.
Chrysomya rufifacies had an average developmental period of 10.9, 9.0, and 8.1 days at 25,
30, and 35 °C, respectively. To determine the larval age with 95 % reliability, larval length
was registered using growth curves with prediction intervals. Both the highly predictable
duration of larval development and the minimal variation in the length of larvae underscore
the utility of both species as determinants of post mortem intervals. Paralucilia cf. wheeleri

constitutes a possibly new record for Puerto Rico.



RESUMEN

Cochliomyia macellaria y Chrysomya rufifacies son los principales insectos descomponedores
de cadaveres en el oeste de Puerto Rico. Se estudio el ciclo de desarrollo y el efecto que tiene la
temperatura sobre el crecimiento larval de ambas especies bajo temperaturas de 25, 30y 35 + 1
°C, fotoperiodo de 12:12 h y humedad relativa entre 70 y 90 %. La duracion del desarrollo desde
la oviposicion hasta la emergencia del adulto fue inversamente proporcional a la temperatura.
Cochliomyia macellaria tuvo una duracién promedio de 12 y 8.7 dias a 25 y 30 °C
respectivamente, mientras que el régimen de 35 °C fue letal para sus pupas. Chrysomya rufifacies
tuvo una duracion promedio de 10.9, 9.0 y 8.1 dias a 25, 30 y 35 °C, respectivamente. Para
determinar la edad de la larva con un 95 % de confiabilidad, el tamafio de las larvas se registro
en curvas de crecimiento con intervalos de prediccion. El tiempo de desarrollo altamente
predecible y la variacion minima en el largo de las larvas resaltan la utilidad de ambas especies
en la determinacion del intervalo post mortem. Posible nuevo registro de Paralucilia wheeleri

para Puerto Rico.
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INTRODUCCION

La entomologia forense estudia insectos asociados al proceso de descomposicion cadavérica, lo
que convierte a esta ciencia en una herramienta Util para esclarecer incognitas que rodean a los
cadaveres encontrados en circunstancias particulares. Esta ciencia puede ayudar a estimar el
tiempo transcurrido desde la muerte hasta el hallazgo de un cadaver, denominado intervalo post-
mortem (IPM). El método mas utilizado consiste en determinar la edad de las larvas de dipteros
colectados sobre cadaveres, por lo que es esencial para los entomdlogos forenses conocer

precisamente la tasa de desarrollo de las especies necrofagas.

Los factores principales que controlan la oviposicion y las tasas de desarrollo de los insectos
necrofagos son la temperatura y la humedad relativa. Segun Smith (1986) las larvas de dipteros
se desarrollan rapidamente cuando la temperatura y la humedad relativa son elevadas, y

viceversa. Por esta razén los dipteros se consideran relojes bioldgicos confiables.

La entomologia forense es una ciencia nueva en Puerto Rico. Edwin Guarin realizé un estudio en
el Recinto Universitario de Mayagiiez donde identificd la entomofauna asociada al proceso de
descomposicion cadavérica en cerdos. Guarin (2005) determino que los dipteros méas importantes
en la descomposicion cadavérica en esta zona son los califéridos Cochliomyia macellaria y
Chrysomya rufifacies. Hasta ahora no existian estudios que revelasen cuanto tiempo tardan estas
moscas en pasar de huevo a adulto en Puerto Rico, lo que creaba un vacio en la informacion

necesaria para determinar el intervalo post-mortem (IPM).

El proposito de esta investigacion fue producir curvas de crecimiento para definir el ciclo de
desarrollo de Cochliomyia macellaria y Chrysomya rufifacies bajo condiciones controladas de
temperatura y humedad relativa. Los objetivos del trabajo fueron (1) establecer la duracion del
ciclo vital de C. rufifacies y Co. macellaria teniendo en cuenta la temperatura media, minima y
maxima de Mayagiez, (2) establecer la relacién que tiene la temperatura con el desarrollo larval,

(3) hacer una coleccion de referencia con los cuatro estados de la metamorfosis y (4) editar una



cartilla sobre las practicas necesarias para la captura y preservacién de las principales moscas
asociadas a la descomposicién cadavérica.



PUBLICACIONES PREVIAS

RESENA HISTORICA

El primer registro de un caso resuelto por la entomologia forense se remonta al siglo XIII y
aparece en un manual chino de medicina legal, referente a un homicidio en el que aparecio un
labrador degollado por una hoz (Goff, 1993). Se describe que el dia después de la muerte, el
investigador pidi6 a todos los labradores que pusieran su herramienta de trabajo (hoz) en el piso,
trazas invisibles de sangre atrajeron moscas a una unica hoz. Confrontado con la evidencia el

duefio de la hoz confeso su crimen.

A mediados del siglo XIX los cientificos europeos Bergeret, Broudel y Yovanovich comienzan
formalmente el trabajo de la entomologia forense (Keh, 1985). En el afio 1850, Bergeret hizo la
primera determinacion del tiempo de muerte en un cadaver, con base en el desenvolvimiento de
las larvas y pupas que contenia. Este fue uno de los primeros casos en que evidencia
entomoldgica fue admitida en un tribunal de justicia (Goff, 1993). En el afio 1978, Leclercq
publica Entomologia y Medicina Legal- Datacién de la Muerte y en el 1986 Smith publica el
Manual de entomologia forense. A partir de este momento la trayectoria de la entomologia
forense ha sido imparable; gran cantidad de autores han dedicado su tiempo y conocimiento a
estos estudios, y son innumerables los casos policiales en los que han contribuido los
entomologos (Magafa, 2001).

UTILIDAD DE LA ENTOMOLOGIA FORENSE

La entomologia forense interpreta la informacién que suministran los insectos como testigos
indirectos de un deceso, en casos donde la patologia clasica no provee todos los datos necesarios
para resolver un caso (Catts y Haskell, 1997). Los objetivos principales de esta ciencia son
determinar el intervalo post-mortem a través del estudio de la fauna cadavérica, establecer la
época del afio en que ha ocurrido la muerte y verificar si un cadaver ha sido trasladado. Esta
informacion da certeza y apoyo a otros medios de datacion forense. La entomologia forense

también es usada para vincular al sospechoso con la escena de la muerte, relacionando la



actividad de llegada de los insectos con los grupos que se encuentran en un area determinada
(Catts y Goff, 1992; Magaiia, 2001).

UTILIDAD DEL DESARROLLO DE LA MOSCA

Las moscas son los primeros animales que encuentran un cadaver. Su desarrollo nos permite
determinar el intervalo post-mortem si consideramos el tiempo que tardan las larvas en pasar de
un estado a otro (Catts y Goff, 1992; Wolff, 1999; Wolff et al., 2001). La metamorfosis completa
de la mosca consta de cuatro estados bien definidos. El huevo es seguido por un periodo larval de
intensa actividad alimenticia, luego del cual viene el periodo de inmovilidad Ilamado pupa.
Durante esta etapa se desarrollan las caracteristicas del adulto, el cual surge luego de una o dos

Semanas.

Los huevos colectados de los cadaveres y analizados utilizando diseccién, microscopia Optica y
microscopia electronica pueden ayudar a los investigadores en la estimacion precisa del IPM.
Durante los meses célidos los huevos son puestos en abundancia, mientras que en los meses frios
las posturas se reducen. Los huevos incuban tipicamente en uno a tres dias, dependiendo de la
especie y las condiciones ambientales. El analisis del estado embrionario muestra el tiempo de
oviposicion y por lo tanto el tiempo de muerte (Catts y Haskell, 1997).

Las larvas de moscas crecen rapidamente, pasando por tres estadios larvales antes de alcanzar su
crecimiento total. Las larvas se crian juntas en grandes nimeros y se mueven entorno al cadaver,
promoviendo la diseminacion de bacterias y secretando enzimas, lo cual hace posible el consumo
de los tejidos blandos del cadaver. El desarrollo de las larvas tarda varios dias o semanas
dependiendo de la especie, las condiciones ambientales y el numero de larvas presentes (Byrd y
Castner, 2001).

Oliveira y Mello (2004) presentaron tres casos donde se estimd el intervalo post-mortem, con
base en la biologia de Cochliomyia macellaria y Chrysomya megacephala. Segun los autores, la

aplicacion de la entomologia forense requiere un conocimiento extensivo de la mecénica y los



factores ambientales que pueden intervenir con los procesos de colonizacion, tiempo de

desarrollo y descomposicién de los cadaveres.

ESPECIES MAS IMPORTANTES PARA LA ENTOMOLOGIA FORENSE EN
PUERTO RICO

Chrysomya rufifacies (Macquart)

Morfologia: Los adultos de Chrysomya rufifacies son de color verde metélico, con una tonalidad
azul variable bajo ciertas condiciones de luz. EI margen posterior de los terguitos abdominales es
azul brillante. Las larvas poseen en cada segmento del cuerpo una fila mediana de tubérculos

carnudos con fuertes espinas esclerotizadas apicales (Byrd y Castner, 2001; Smith, 1986).

Distribucion: Chrysomya rufifacies es una mosca de Australia y de los tropicos orientales del
viejo mundo. Segun Tomberlin et al. (2001), durante los ultimos 20 afios se han introducido
cuatro especies de Chrysomya desde el Viejo Mundo hasta América. Chrysomya rufifacies fue
reportada por primera vez en Hawai alrededor del afio 1900. En el afio 1978 fue introducida en
América Central, donde se establecié exitosamente, dispersandose en el Nuevo Mundo. Esta
especie ha sido reportada ademas en Arizona, Texas, California, Florida y otros estados de los
Estados Unidos; México, Costa Rica y varios paises de Centroameérica. En Puerto Rico, C.
rufifacies se registrd en 1974 en la herida de una cabra, pero fue reportada oficialmente en 1991

cuando se encontr6 en una miasis de caballo (Baumgartner y Greenberg, 1984).

Biologia: Chrysomya rufifacies produce progenie unisexual, es decir que cada masa de huevos
producira sélo machos o hembras, una caracteristica inusual entre los dipteros. Durante el verano
la mayoria de las hembras maduran sexualmente en tres a siete dias, mientras que en el otofio
tardan de nueve a diez dias después de la emergencia. Los machos son sexualmente maduros al
emerger. Cada hembra oviposita en promedio 210 huevos, con un maximo de 370 huevos. La
habilidad de las moscas adultas para dispersarse naturalmente depende de su longevidad y su

rango de vuelo. Chrysomya rufifacies puede vivir de 23 a 30 dias (Schmidt y Kunz, 1985 citado



por Baumgartner, 1993) y tiene un rango de vuelo de 0.52 a 1.6 km/dia (media 0.84 km/dia).
Esta especie es abundante durante el verano y escasa durante los meses frios.

Papel Ecoldgico: Chrysomya rufifacies es generalmente considerada una invasora secundaria de
la carrofia. El primer estadio larval es enteramente necrdfago, pero el segundo y el tercero
pueden depredar las larvas de otros dipteros. El canibalismo del segundo estadio sobre primero
también ha sido documentado (Groodbrod y Goff, 1990). Las numerosas espinas esclerotizadas y
los robustos tubérculos carnosos sobre el cuerpo, pueden ayudar a sujetar la presa mientras sus
fuertes partes bucales son usadas para penetrar el cuerpo de las otras larvas y extraer sus fluidos.
Ademas de este comportamiento, se ha observado que C. rufifacies aleja las larvas invasoras
primarias y las conduce fuera del cadaver (Fuller, 1934). Estudios de campo muestran que C.
rufifacies prefiere cadaveres grandes (conejos, cabras y humanos) en lugar de pequefios (ratones,

aves y lagartijas), asi como habitats de campo abierto en lugar de bosques.

Importancia médico legal: Las investigaciones con aplicacion forense desarrolladas en los
altimos afios han demostrado que Chrysomya rufifacies es un componente principal en los
procesos de descomposicion. Su comportamiento depredador le confiere gran ventaja
competitiva con respecto a otras especies y es menos afectada por la reduccion del cadaver,
considerandose un indicador confiable del intervalo post-mortem. También coloniza rapidamente
cadaveres frescos, es abundante tanto en la costa como tierra adentro y posee una amplia

distribucion porque tolera mayores fluctuaciones de temperatura (Byrd y Butler, 1997).

Cochliomyia macellaria (Fabricius)

Morfologia: Los adultos son de color azul-verdoso metalico, con tres estrias longitudinales verde
oscuras sobre el torax. La cabeza es anaranjada y las patas pueden variar de pardo rojizo a pardo
oscuro. Las larvas poseen una traquea respiratoria prominente en su extremo posterior, envuelta
por lineas oscuras que son muy visibles a traves del fondo blanco del cuerpo. Estos caracteres
permiten identificar la especie facilmente en el campo (Byrd y Castner, 2001).



Distribucion: Cochliomyia macellaria es nativa de América. Habita desde los Estados Unidos
hasta las zonas tropicales de América Central; también se encuentra en partes de Canada

meridional durante los meses de verano y recientemente ha sido reportada en Suramérica.

Biologia: Cochliomyia macellaria es estrictamente necréfaga, prefiere cadaveres grandes y
puede depositar 1000 6 mas huevos en masas sueltas de 40 a 250 huevos. Bajo condiciones
favorables los huevos eclosionan en cuatro horas y las larvas alcanzan su madurez en 6 a 20 dias.
El desarrollo total dura de 9 a 39 dias, dependiendo de la temperatura y la humedad ambiental
(Smith, 1986).

Papel ecologico: Cochliomyia macellaria se considera un invasor primario de cadaveres y puede
ser muy abundante. La especie frecuenta la carrofia tanto en lugares soleados como sombrios y
raramente entra a las viviendas. No tolera el frio y por lo tanto durante el invierno es escasa en el

norte de los Estados Unidos.

Importancia médico legal: Cochliomyia macellaria estd presente comunmente en cadaveres
humanos en el sureste de los Estados Unidos y es importante para la determinacion del intervalo
post-mortem. Sin embargo, su frecuencia ha sido reducida por la introduccién reciente de la
especie depredadora C. rufifacies (Byrd y Butler, 1996). En experimentos de laboratorio, Wells y
Greenberg (1992) observaron que C. rufifacies puede causar la extincion de Co. macellaria, lo
que no es directamente aplicable en condiciones naturales porque Co. macellaria logra colonizar
prontamente el cadaver, se desarrolla rapido y migra a empupar antes de que C. rufifacies

alcance su tercer estadio larval.

CONDICIONES AMBIENTALES

La temperatura es un factor muy importante para los organismos envueltos en la putrefaccion.
Las temperaturas entre 20 y 30 °C son ideales para el desarrollo de las larvas, mientras que las
temperaturas muy bajas o0 muy elevadas inhiben la accion de los microorganismos, detienen el
crecimiento de las larvas y preservan el cuerpo del ataque de las larvas necré6fagas. La humedad

es otro factor importante. Los climas de baja humedad y secos producen momificacion, mientras



que en las localidades de humedad excesiva suceden la saponificacidn de caracter conservativo y
la maceracion de caracter destructivo (Ferllini, 1994). Para determinar el intervalo post-mortem
se necesita un conocimiento detallado de las especies necréfagas y de los cambios que suceden

en su ciclo de vida ante las variaciones de las condiciones ambientales (Jerson y Miller, 2001).

Una alternativa para conocer el efecto de las variaciones ambientales es reproducir las
condiciones climaticas en el laboratorio. Los insectos son criados en camaras a temperatura y
humedad constante para determinar el tiempo requerido para su desarrollo, aunque las
fluctuaciones naturales de temperatura pueden acelerar, retardar o no afectar la velocidad del
desarrollo (Keh, 1985). Byrd y Butler (1997) demostraron que al incrementar la temperatura
media disminuye el tiempo de duracién total y de cada estadio. También reportaron que la
variacion en el tamafio larval durante el periodo de alimentacion y post alimentacion es minima.
La poca variacion en el tiempo de eclosion de los huevos, la duracion de los tres estadios
larvales, la duracion del estado post alimentario y la emergencia de los adultos pueden usarse

para establecer un intervalo post-mortem confiable.



MATERIALES Y METODOS

Se seleccioné a Cochliomyia macellaria y a Chrysomya rufifacies porque fueron las especies
principales de dipteros necréfagos reportadas por Guarin (2005).

ZONA DE ESTUDIO

Figura 1. Fiacs Azamos Zeea 88 oEuse
oS NIe b TESe d e CRmpD.

El estudio se realizd en la Finca Alzamora, del Colegio de Ciencias Agricolas (CCA) de la
Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de Mayagliez (RUM) (Figura 1). La finca esta
ubicada a una altitud de 10 m, latitud 18° 2’ 57.1” N longitud 67° 08’ 26.7” E, con limites de
temperatura de 23 °C a 33 °C, y una media anual de 27 °C (Estacién Meteoroldgica del RUM). El
predio estd alejado de residencias y establecimientos publicos, por lo que los olores de la
descomposicion no afectaron a la comunidad. La fase de laboratorio se llevo a cabo en el
laboratorio de Entomologia AP-100 del Departamento de Proteccién de Cultivos del CCA, UPR-
RUM.
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TECNICAS DE CAMPO
Fase de Muestreo - marzo a noviembre de 2006

Durante la fase de muestreo se pusieron a descomponer 10 cerdos de 3 a 6 kilogramos de peso a
intervalos de 20 dias. Los animales fueron donados por la estacion experimental de Lajas. Cada
cerdo muerto se traslado a una jaula metalica de 100 x 70 x 45 cm rodeada por una malla con

agujeros de 1.5 cm? que permitié la entrada de los insectos al cadaver pero impidié que fuera

devorado por vertebrados carnivoros o carrofieros (Shean et al.,
1993). De marzo a junio se recolectaron huevos, larvas y
adultos de dipteros (Figura 2). Los parametros evaluados
fueron: técnicas de captura y transporte de los insectos al
laboratorio, medios de cultivo apropiados para la crianza de los
huevos y larvas, y tipo de alimento para los adultos mantenidos
en camaras de cria. La identificacion de larvas y adultos se
hizo utilizando las claves de Borror et al. (2005), McAlpine et
al. (1987), Smith (1986), Wells et al. (1999), Tantawi y
Greenberg (1993) y Stehr (1991). Finalmente, se tomaron
fotografias de larvas y adultos para describir cada especie. De julio a noviembre se recolectaron

adultos y se trasladaron al laboratorio para ser criados.

TECNICAS DE LABORATORIO

Los adultos se llevaron al laboratorio, se durmieron con CO, y se separaron entre Chrysomya
rufifacies y Cochliomyia macellaria. Alrededor de 100 moscas de cada especie se mantuvieron
en dos cajas metélicas de 30 x 30 x 30 cm forradas con malla muy fina, a una temperatura de 23
* 2 °C, humedad relativa aproximada de 50 % y fotoperiodo de 14:10 h (D:N). Los adultos se

alimentaron con una mezcla de dos partes de miel de abejas y 10 partes de agua.
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Obtencion de huevos

Para obtener huevos de cada especie, se ubicaron dentro de cada cAmara 100 gramos de higado
de res cubiertos parcialmente con papel aluminio. El papel aluminio proporciona un lugar

oscuro, protegido y himedo preferido por las moscas para la oviposicion.

Cria de larvas

El higado envuelto en papel aluminio fue revisado cada seis horas. Los huevos se sacaron y se
distribuyeron en 10 platos Petri de 100 x 15 mm, cada una con 40 g de higado de res, y gasa en el
fondo para absorber la humedad. En cada plato se colocaron de 80 a 100 huevos. Los platos se
colocaron dentro de platos Petri mas grandes (150 x 25 mm) que contenian arena, dispuesta al
rededor de la placa pequefia. La arena proporcion6 un medio seco para la pupacion (Figura 3).
Los platos con los huevos se colocaron en una incubadora (45 x 30 x 40 cm el interior; precision
de £ % °C) a una de las tres temperaturas (25, 30 y 35 + 1 °C), con una humedad relativa entre 70
y 90 % (Apendices E y F) y un fotoperiodo de 12:12 h (D:N). La humedad relativa se mantuvo
introduciendo en la incubadora un recipiente con 90 ml de agua que se cambi6 cada 24 horas. El
agua se evapord conservando la incubadora con la humedad apropiada. La temperatura y la
humedad se midieron constantemente con un termohigrometro digital localizado dentro de la

incubadora.

Medicion de las larvas

Los platos Petri colocados dentro de la incubadora se revisaron cada cuatro horas para
determinar la eclosién de huevos y registrar el tiempo. Posteriormente, se removio de cada plato
Petri una larva a intervalos de cuatro horas para las temperaturas de 30 y 35 °C, y de seis horas
para la temperatura de 25 °C. Estas larvas se depositaron en agua caliente para que no se
encogieran, como ocurre con el uso de algunos fijadores (Tantawi y Greenberg, 1993), y luego se
preservaron en alcohol etilico al 70 %. Las larvas se midieron con una rejilla micrométrica y los
datos se registraron con la humedad y la temperatura para cada muestreo (Apéndice A). El
tiempo de pupacion se registro para determinar el tiempo de desarrollo total.
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Figura 3. Platos Petri con huevos e incubadora, (a) plato Petri con higado de res. (b) arena dentro
del plato Petri méas grande que rodea el higado, la flecha blanca indica la masa de huevos, (c) gasa;
(d), Incubadora BOEKEL.

MONTAJES DE LARVAS Y ADULTOS

Las larvas preservadas se pusieron en una solucion de KOH al 10 % a temperatura ambiente y se
observaron hasta que transparentaron. Después se les hizo un pequefio orificio con el bisturi,
aproximadamente en el segmento 8, y con agujas de diseccion se extrajo el tubo digestivo. La
larva limpia se deshidrat6é con una secuencia de concentracion de alcoholes (70, 80, 90 y 95 %)
por 10 minutos cada uno. Luego se dejé 10 minutos en alcohol absoluto y 10 minutos en fenol.
La larva se ubicd sobre el portaobjetos procurando que los espiraculos posteriores y anteriores se
vieran claramente. El esqueleto cefalofaringeal se ubicé en vista lateral, se agregaron dos o tres
gotas de euparal y luego se coloco el portaobjetos. Las placas se dejaron secando dentro del
extractor, pues la larva y el euparal contienen fenol (sustancia toxica y cancerigena). Las

fotografias se tomaron a través del microscopio de luz.

Utilizando microscopia de luz y microscopia electronica, se describieron los adultos y las larvas
de las moscas principales que intervienen en el proceso de descomposicion cadavérica. También

se construyd una clave pictorica sencilla para la identificacion de adultos.
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ANALISIS DE LA INFORMACION

El experimento se realizd con 10 repeticiones para cada especie bajo los tres regimenes de
temperatura, a excepcion del estado de pupacién a 30 °C, que se baso en tres repeticiones para
Chrysomya rufifacies y siete para Cochliomyia macellaria debido a problemas con el

funcionamiento de una de las camaras.

Para estimar la edad de la larva de acuerdo a su tamafio, se realizaron curvas de crecimiento y se
aplicaron regresiones lineales polinomiales con bandas de prediccion con un 95 % de confianza.
Con la grafica de desarrollo larval se puede estimar la edad de la larva teniendo en cuenta que
esta edad es el valor que corresponde a su tamafio en la curva. Sin embargo, no seria confiable
utilizar sélo los valores promedios porque se estarian obviando los tamafios minimos y maximos
de esta edad. La region lineal de la curva de desarrollo sera utilizada para determinar el tiempo
de muerte. También se realizé estadistica descriptiva para analizar la duracion en cada estado del

desarrollo. El analisis se ejecutd utilizando el paquete estadistico Infostat, version 6.0.
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RESULTADOS

Durante la recoleccion de moscas adultas se observd una marcada sucesion de dipteros
califoridos sobre el cadaver. Las especies mas importantes en el proceso de descomposicion
fueron Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria. La primera especie en llegar y depositar
huevos fue Co. macellaria. Esta especie fue muy abundante durante el segundo y tercer dia del
proceso de descomposicion (estado freso e hinchado), cuando se observaron muy pocos
individuos de otras especies. Al cuarto dia la poblacion de Co. macellaria disminuy6
drasticamente, coincidiendo con la llegada de C. rufifacies y C. megacephala. Chrysomya
rufifacies depositd huevos sobre el cadaver y fue muy abundante durante los dias cuatro y cinco
(estado de descomposicion activo). Si el cadaver se descompone mas rapido y llega al estado
activo en tres dias, entonces la llegada de C. rufifacies y de Co. macellaria se adelantaran.

DESARROLLO A TEMPERATURA CONSTANTE

Curvas de crecimiento

El crecimiento de Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria a las tres temperaturas es
ilustrado en la figura 4. A las 72, 66 y 52 horas a 25, 30 y 35 °C respectivamente, C. rufifacies
alcanza un tamafio entre 6.4 a 7 mm, el cual corresponde al tamafio de muda del estadio larval Il
al 11l. Cuando C. rufifacies alcanza el tercer estadio larval, indicado por la linea punteada, Co.

macellaria ya ha migrado del cadaver o se dispone a hacerlo.
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Figura 4. Curvas de crecimiento de Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria mostrando la
diferencia en el tiempo de llegada al cadaver, y en el desarrollo a las tres temperaturas. La linea
punteada muestra que cuando C. rufifacies alcanza el tercer estadio, Co. macellaria esta en su etapa
post alimentaria.



16

Cochliomyia macellaria (Fabricius)

Tiempo de desarrollo

La duracion de la etapa larval disminuyé a medida que aumento la temperatura. La Tabla 1
presenta la media del tiempo de desarrollo del huevo, los tres estadios larvales y la pupa para
cada temperatura. El incremento en la temperatura redujo el tiempo de desarrollo total y la
duracion de cada estadio larval, con excepcion del segundo estadio a 30 °C, el cual fue méas
prolongado (Figura 5, Tabla 1).

Aunque la temperatura de 30 °C produjo una duracién del estadio 11 méas prolongada que a 25°C,
el periodo larval completo fue méas corto. La media en el tiempo del desarrollo larval de Co.
macellaria a 25 °C fue de 84.0 h (3.5 dias), a 30 °C fue de 66.2 h (2.8 dias) y a 35 °C fue de 56.0
h (2.3 dias). El tiempo requerido para el desarrollo total a 25 °C tuvo un rango de 275.0 a 315.0
h (11.4 a 13.1 dias respectivamente) con una media de 288.2 h (12 dias). A 30 °C el desarrollo
total tuvo una media de 208.1 h (8.7 dias) con un rango de 198.0 a 225.0 h (8.2 a 9.3 dias
respectivamente). El desarrollo total no se pudo estimar a 35 °C porque esta temperatura fue letal
para las pupas (Tabla 1, Apéndice B).

& Huevo
B Instar 1
H Instar 2
& Instar 3
& Pupa

Temperatura°C

150 200 250 300 350

Tienmpo (horas)

Figura 5. Duracién del desarrollo de Cochliomyia macellaria para cada estado de vida a tres
temperaturas.
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Tablal. Desarrollo (Media £ D.E.) de los estadios de vida de Cochliomyia macellaria a tres
regimenes de temperatura (* promedio basado en 7 repeticiones).

Desarrollo de tiempo en horas (h) desde la oviposicion

)

Temperatura (°C)

Huevo Estadio | Estadio Il Estadio 111 Pupa Total
25+1 10 15+001 16229 15+32 52.8+253 189.2 £14.81 288.2+14.81
301 9 91+105 102+291 17.3+20 38.7+894  *131+13.98 208.1+9.26
35+1 10 8.8+1.03 8.8+1.69 12+£1.89 35.2+1.69 Muerte N/A

A 35 °C, Co. macellaria se desarrollo rapidamente desde la etapa larval hasta la etapa post
alimentaria. Cuando su fase alimentaria termin0, las larvas migraron del higado hacia la arena
buscando un lugar seco y propicio para empupar. Durante varias horas se observd un
movimiento continuo de las larvas sobre la arena, pero ninguna se enterrd. Se transfirieron dos
de los platos Petri a una temperatura de 23 £ 2 °C y bajo estas condiciones las larvas empuparon
inmediatamente. Los adultos emergieron en 168 h (7 dias). Las larvas que continuaron a 35 °C se
desplazaron fuera de los platos Petri y de la incubadora, escapando del calor y empuparon en
lugares protegidos fuera de la incubadora. Se colocd una bandeja con arena para recibir las larvas
que lograban salir a empupar. Este comportamiento demuestra la capacidad de migracion que

tiene esta especie para buscar condiciones adecuadas para la emergencia de los adultos.

Longitud larval

El crecimiento larval mas rapido sucedi6 a 35 °C, indicando que Co. macellaria puede
desarrollarse a temperaturas mas altas que las esperadas. La longitud larval fue consistente
durante todo el desarrollo, pero con variaciones en los tres regimenes de temperatura. EI mayor
tamafio larval justo antes de la etapa post alimentaria se encontrd a 25 °C, con una media de 12.4
mm a las 54 h y un maximo larval de 13.5 mm a las 72 h. ElI menor largo larval se produjo a 30
°C, con una media de 10.8 mm, y el méximo fue de 12.5 mm a las 56 h. A 35 °C la media en el
tamafo larval fue de 11.8 mm a las 36 h, con un largo maximo de 13.8 mm a las 40 h. La
variabilidad menor en el largo larval se obtuvo a la temperatura de 25 °C, seguido por la de 35 °C

y por ultimo la de 30 °C (Figura 6, Apéndice C).
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Figura 6. Desarrollo larval de Cochliomyia macellaria bajo tres temperaturas (no incluye la etapa

post alimentaria).

Chrysomya rufifacies (Macquart)

Tiempo de desarrollo

La Tabla 2 presenta la media en la duracion del desarrollo del huevo, los tres estadios larvales y
la pupacion en cada una de las tres temperaturas. Los primeros dos estadios duraron levemente
mas a 30 °C que a 25 °C, mientras que el tercer estadio tardé mas en desarrollarse a 35 °C que a
30 °C.

Tabla 2. Desarrollo (Media £ D.E.) de los estadios de vida de C. rufifacies a tres regimenes de

temperatura (* promedio basado en 3 repeticiones).

Temperatura Desarrollo de tiempo en horas desde la oviposicion
n
(°C) huevo estadio | estadio Il Estadio 11 Pupa Total
25+1 10 141+185 12+0.01 228+6.2 67.2+6.2 144.4 +22.2 260.5 +23.1
30+1 9 9.9+1.65 12.4+1.26 249+4.37 28.4+3.71 *144.7 £ 0.01 216.5+5.01

35+1 10 9+0.01 8+0.01 10.4 £ 2.07 37.6 £2.07 129+12.4 194+12.4
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La temperatura de 35 °C produjo una duracion del estadio larval 111 mas largo (37.6 h) que la de
30 °C (28.4 h) y la temperatura de 30 °C produjo un periodo mas largo de los estadios larvales | y
I1 (12.4y 24.9 h) que la de 25 °C (12 y 22.8 h). Sin embargo, la duracion en el desarrollo larval
fue mas corta a 35 °C que a 30°C y a 25 °C. La temperatura de 25 °C produjo un estadio larval 11
bastante prolongado, con una diferencia de 39 h con respecto a 30 °C. Esta es la diferencia de
tiempo mas amplia entre las temperaturas y los diferentes estados de C. rufifacies (Tabla 2,
Figura 7).

= Huevo
EEE T B instar 1

Bl Instar 2
B Instar 3
R S Pupa

.......

.......

Temperatura °C

e e e o e Il e e e ol
R Yy e
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L T L e L e e L S LY
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0 50 100 150 200 250 300
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Figura 7. Duracion del desarrollo para cada estado de Chrysomya rufifacies a tres temperaturas.

La media en la duracion del desarrollo larval de C. rufifacies a 25 °C fue de 102.0 h (4.25 dias), a
30 °C fue de 65.7 h (2.7 dias) y a 35 ° C fue de 56.0 h (2.3 dias). La media en el tiempo de
desarrollo total a 25 °C tuvo un rango de 243.0 a 313.0 h (10.1 a 13.0 dias, respectivamente), con
una media de 260.5 h (10.8 dias). A 30 °C el desarrollo total mostr6 una media de 216.5 h (9.0
dias), con un rango de 214.0 a 223.0 h (8.9 a 9.3 dias, respectivamente). A 35 ° C el desarrollo
total tuvo una media de 194.0 h (8.0 dias) con un rango de 185.0 a 209.0 h (7.7 a 8.7 dias,
respectivamente) (Tabla 2, Apéndice C). A diferencia de Co. macellaria, C. rufifacies logro
empupar a 35 °C y hubo emergencia de adultos. Sin embargo, la mortalidad de las pupas a esta
temperatura fue mayor que a 25 y 30 °C, indicando, que aunque C. rufifacies sobrevive a estas

condiciones, la temperatura no es 6ptima para su desarrollo.
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Figura 8. Desarrollo larval de Chrysomya rufifacies bajo las tres temperaturas (no incluye la etapa
post alimentaria).

Longitud larval

El largo de la larva vario para los tres regimenes de temperatura, pero al igual que en Co.
macellaria, fue mayor a 25 °C que a 30 °C. El mayor largo larval de C. rufifacies justo antes de
la etapa post alimentaria a 25 °C fue de 12.7 mm a las 84 h, con un maximo de 13.5 mm de
longitud registrado a las 90 h. EI menor largo larval se observé a 30 °C, con una media de 12.2
mm a 64 h, aunque una larva alcanz6 un maximo de 14 mm de longitud. La media del largo
larval a 35 °C fue 12.6 mm vy el largo maximo fue 13.7 a las 56 h. La menor variabilidad en

tamafo se present6 a 35 °C (Figura 8).

ESTIMACION DE LA EDAD LARVAL A PARTIR DEL TAMANO

Las figuras 9 y 10 muestran el desarrollo larval de las dos especies a las tres temperaturas. El
desarrollo de C. rufifacies dur6 més y la variabilidad en tamafio fue menor que para Co.
macellaria para las tres temperaturas. Chrysomya rufifacies mostré un tipo de curva diferente a

30y a 35 °C, registrandose un crecimiento con tendencia lineal.
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Figura 9. Curvas de crecimiento del desarrollo larval de Cochliomyia macellaria a partir de
regresiones lineales polinomiales con bandas de prediccion para la estimacién de la edad de la
larva. Las lineas entrecortadas separan los tres estadios larvales y el comienzo de la etapa post-
alimentaria.
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Figura 10. Curvas de crecimiento del desarrollo larval de Chrysomya rufifacies a partir de
regresiones lineales polinomiales con bandas de prediccion para la estimacién de la edad de la
larva. Las lineas entrecortadas separan los tres estadios larvales y el comienzo de la etapa post-

alimentaria.



23

Las figuras 9 y 10 muestran la diferencia de tamarfio entre los tres estadios y el momento cuando
empieza la fase post alimentaria. En la figura 9A, la distribucién de los puntos permite establecer
los limites para cada estadio larval; es decir, los dos primeros puntos (7 y 11 sobre el eje x)
corresponden al primer estadio, los tres siguientes tienen tamafios mayores y corresponden al
segundo estadio y los cuatro siguientes corresponden al tercer estadio. Los ultimos puntos
corresponden a la etapa post alimentaria; la tendencia descendente se debe a que en esta etapa las
larvas disminuyen su tamafio y se preparan para la pupacion. Esta misma conducta se observa

para las demas graficas, excepto para las 10 By C.

Para la relacién tiempo-tamafio de Co. macellaria se obtuvieron ecuaciones lineales de tercer
orden. La ecuacion para 25 °C es y = 1.47 - 0.01t + 0.01t* - 8,3 x 10° t* (R? = 0.95), para 30 °C
esy =1.57 + 0.04t + 0.01t* - 7,4 x 10°t* (R* = 0.88) y para 35 °C es y = 0.93 + 0.12t + 0.01t* -
1,7 x 10 (R*=0.91); donde y es el tamafio de la larva y x es el tiempo de desarrollo (Figura 9,
Apéndice D). Para C. rufifacies se obtuvieron ecuaciones lineales de segundo y tercer orden. La
ecuacion para 25 °C es y = 1.08 + 0.12t + 0.0023t* — 2.5 x 10™t* (R* = 0.93), para 30 °C es y =
1.38 + 0.11t + 9 x 107 ** (R*=0.89) y para 35°C es y = 0.12 + 0.40t -0.0032 t* (R* = 0.96)
(Figura 10, Apéndice D).
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Figura 11. Rangos del largo larval en milimetros para cada estadio larval. (A) Cochliomyia

macellaria, (B) Chrysomya rufifacies
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Los rangos de tamafio de las larvas para cada estadio en Co. macellaria y C. rufifacies se
presentan en la figura 11. Como se observa, la diferencia de tamafio entre las dos especies es
minima. El tamafio de los tres estadios larvales para cada especie se sobreponen sélo por décimas
de milimetro. Los rangos de tamafio de C. rufifacies son de 1.5 a 3 mm en estadio |, de 2.9 a 7
mm en estadio 1l y de 6 a 14 mm en estadio Ill. Para Co. macellaria son de 1.5 a 3.2 mm en
estadio I, de 2.7 a 6,9 mm en estadio Il y de 6.4 a 13.8 mm en estadio I11. Durante la medicion de
las larvas para construir las curvas de crecimiento se observaron varias larvas pharate; el término
se refiere a un estado larval donde el siguiente estadio es visible a travées de la cuticula justo antes
de la muda. Varias larvas de C. rufifacies de 6.4 mm de largo estaban a punto de mudar y el
estadio Il se observa a través de la cuticula del estadio 1. Lo mismo ocurri6é con Co. macellaria,
a un tamafio de 2.7 mm estaban a punto de mudar de estadio | a estadio Il y a 6.9 mm estaban a

punto de mudar de estadio 11 a estadio I1I.

OTROS HALLAZGOS DURANTE EL DESARROLLO DE ESTA INVESTIGACION

Chrysomya megacephala, nuevo registro de importancia forense para Puerto Rico

Durante la recoleccion de insectos en la fase de muestreo preliminar se colecté a Chrysomya
megacephala, un califérido que no fue reportado por Guarin (2005), pero que por su incidencia
en zonas urbanas es importante en el proceso de descomposicién en cadaveres hallados en
interiores. Los adultos de C. megacephala se colectaron durante todo el experimento (de marzo a
diciembre de 2006). Chrysomya megacephala es un invasor secundario que coloniza el cadaver
después de que Cochliomyia macellaria se ha establecido. Aunque el adulto fue muy abundante,
no se encontraron larvas sobre el cadaver. Las larvas utilizadas para la determinacidn taxonémica
se obtuvieron en el laboratorio. Dos hembras en estado de gravidez se pusieron en una jaula con
higado de res, siguiendo la metodologia para la obtencion de huevos. Cuando las larvas

alcanzaron su tercer estadio, se preservaron en alcohol etilico al 70%.
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Posible Nuevo registro de Paralucilia cf. wheeleri (Hough, 1899) para Puerto Rico

Durante la investigacion se colectaron larvas que por sus caracteristicas morfologicas
posiblemente corresponden a Paralucilia wheeleri. La larva de este califorido se colecto junto a
la de otros dipteros durante los muestreos en campo. ElI género Paralucilia pertenece a la
subfamilia Chrysomyinae y su larva se diferencia de las otras por tener el esclerito oral

completamente pigmentado y visible en forma de espina entre los ganchos bucales (Figura 18).
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DESCRIPCION DE LOS CALIFORIDOS PRINCIPALES ENCONTRADOS
DURANTE EL ESTUDIO

Chrysomya rufifacies

Adulto

e Seccidn basal de la vena R con una fila de cerdas sobre el margen posterodorsal (Figura
12C)

e Escudmulas con pelos finos por encima (Figura 12D)
e Espiraculo toracico anterior blanco o amarillo claro (Figura 12E)
e Cuerpo metéalico verde oscuro brillante (Figura 12 A, B)

e Al menos parte de la gena amarilla o anaranjado-pardo, oscura en la parte posterior
(Figura E)

Larva

e Espiraculo posterior con el peritrema incompleto, sin boton (Figura 13B, E)
e Margen posterior del segmento 11 con espinas dorsales, boton no visible
e Cuerpo con filas de procesos carnosos o tubérculos (Figura 13C)

e Tubérculos dorsales con espinas apicales relativamente grandes y usualmente dispuestas
hacia fuera (Figura 13F, G)
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Figura 12. Adulto de Chrysomya rufifacies. (A) Vista dorsal. (B) Vista lateral. (C) Ala, (vrc)
seccién basal de la vena R ciliada. (D) Ala en vista lateral, (es) escuamula. (D) Regién anterior
del adulto vista lateral, (ea) espiraculo anterior, (g) gena.
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Figura 13. Tercer estadio larval de Chrysomya rufifacies. (A) Vista lateral del aparato
cefalofaringeal, (gb) ganchos bucales. (B y E) Espiraculos posteriores, (pi) peritrema incompleto, (r)
ranuras. (C) Larva completa en vista lateral, (a) anterior, (p) posterior. (D) Espiraculo anterior,
(pl) papilas. (Fy G) Tubérculos alongados del cuerpo, (ea) espinas apicales.
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Cochliomyia macellaria

Adulto

e Seccidn basal de la vena R con una fila de cerdas sobre el margen posterodorsal (Figura
14C)

e Margen posterior de la Gltima coxa con pelos; gena amarilla o anaranjada, con pelos
usualmente amarillos

e Tres estrias longitudinales negras sobre el térax (Figura 14A, D)
e Escuamulas con pelos finos por encima (Figura 14D)
e Pelos palidos sobre el margen posterior de la Gltima coxa y sobre el primer esternito
abdominal; palpos filiformes
Larva
e Espiraculo posterior con el peritrema incompleto, sin boton (Figura 15B, E)

e Margen posterior del segmento 11 sin espinas dorsales, espiraculo posterior sin boton
visible

e Cuerpo sin filas de procesos carnosos o tubérculos y sin setas finas (Figura 15C)
e Esclerito oral no pigmentado

e Espinas sobre la protuberancia anal pigmentadas formando una V (Figura 15F, G)
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Figura 14. Adulto de Cochliomyia macellaria. (A) Vista dorsal. (B) Vista lateral. (C) Ala, (vrc)
seccion basal de la vena R ciliada. (D) Térax en vista dorsal, (elt) estrias longitudinales toréxicas,
(es) escuamula. (E) Region anterior del adulto vista lateral, (ea) espiraculo anterior, (g) gena. (F)
Cabeza en vista frontal.
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Figura 15. Tercer estadio larval de Cochliomyia macellaria. (A) Vista lateral del aparato
cefalofaringeal, (gb) Ganchos bucales. (B y E) Espiraculos posteriores, (pi) Peritrema incompleto,
(r) ranuras. (C) Larva completa en vista lateral (a) anterior, (p) posterior. (D) Espiraculo anterior
(pl) papilas. (F) parte posterior, (pi) protuberancia anal. (G) Protuberancia anal, (e) espinas en
forma de V.
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Chrysomya megacephala

Adulto

e Seccion basal de la vena R con una fila de cerdas sobre el margen posterodorsal (Figura
16G)

e Cuerpo grande, aproximadamente de 12 mm

e Espiraculo toracico anterior anaranjado oscuro o pardo negruzco (Figura 16F)

e Escuamula toracica grisacea o parda (Figura 16H), con pelos por encima (Figura 19D);
ojos del macho unidos, los de la hembra separados (Figura 16A, C); hembra con una

franja frontal extendida en el medio (Figura 16B, D)

e Ojos de los machos con omatidios en los dos tercios superiores agrandados y fuertemente
demarcados y el tercio inferior con omatidios pequefios (Figuras 16C y 20)

Larva
e Espiraculo posterior con el peritrema incompleto, no rodeando el botén (Figura 17B, E)
e Margen posterior del segmento 11 con espinas dorsales, boton no visible

e Cuerpo suave, sin setas finas ni tubérculos, con los Unicos procesos carnosos confinados
al ultimo segmento (Figura 13C)

e Esclerito oral pigmentado, visible como una mancha o un punto entre los ganchos
bucales (Figura 17A)
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Figura 16. Adulto de Chrysomya megacephala. (A) Macho en vista dorsal. (B) Hembra en vista
dorsal. (C y D) Cabeza en vista frontal, (g) gena amarilla con pelos amarillos (C) macho, (0)
omatidios (D) hembra. (E y F) Cabeza en vista lateral, (E) macho y (F) hembra, (ea) espiraculo
anterior grisaceo o pardo (g) gena, (G) Ala, (vrc) seccion basal de la vena R ciliada. (H) Ala en

vista lateral, (es) Escuamula oscura con finos pelos.
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Figura 17. Tercer estadio larval de Chrysomya megacephala. (A) Vista lateral del aparato
cefalofaringeal, (gb) Ganchos bucales, (eop) esclerito oral pigmentado en forma de punto. (B y E)
Espiraculos posteriores, (pi) peritrema incompleto, (r) ranuras. (C) Larva completa en vista lateral
(a) anterior, (p) posterior. (D) Espiraculo anterior (pl) papilas.
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Paralucilia wheeleri

Adulto

e Seccion basal de la vena R con una fila de cerdas sobre el margen posterodorsal

e Margen posterior de la Gltima coxa con pelos, gena amarilla o anaranjada, con pelos en su
mayoria negros

e Mesonoto con franjas oscuras distinguibles
e Escuamula toracica con pelos finos por encima
e Pelos negros sobre el margen posterior de la Gltima coxa y sobre el primer esternito

abdominal. Palpos clavados (Figura 21)

Larva

e Espiraculo posterior con el peritrema incompleto no rodeando al boton (Figura 18D).
e Margen posterior del segmento 11 con espinas dorsales; botén no visible

e Cuerpo suave sin finas setas ni tubérculos, con los Gnicos procesos carnosos confinados
al ultimo segmento

e Esclerito oral pigmentado, visible como una espina entre los ganchos bucales (Figura
18C)
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Figura 18. Tercer estadio larval de Paralucilia wheeleri. (A y B) Vista ventral de la parte
anterior. (C) Vista lateral del esqueleto cefalofaringeal, (eoe) esclerito oral pigmentado en
forma de espina, (gb) ganchos bucales. (D) Espiraculo posterior, (r) ranura, (pi) peritrema

incompleto.
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Figura 19. Califéridos adultos (A) Vista lateral de Chrysomya megacephala, en el recuadro se
observa la hipopleura. (B) hilera de pelos sobre la hipopleura. (C) Escuamula sin pelos por encima.
(D) Escuamula con pelos por encima.
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Figura 20. Cabeza del macho de Chrysomya megacephala. (A) Vista frontal. (B) Acercamiento del ojo

para reconocer la diferencia entre el tamafio de los omatidios superiores e inferiores. (C)

Acercamiento de los omatidios.



Figura 21. Vista ventral de la cabeza de posible Paralucilia wheeleri. (A) partes bucales
mostrando los dos palpos. (B) El recuadro muestra el palpo completo ligeramente clavado.
(C) Acercamiento de la parte apical del palpo.

39
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CLAVES PARA LAS LARVAS Y ADULTOS DE CALIFORIDOS CON
IMPORTANCIA FORENSE

Clave para califoridos adultos con importancia forense

1. Seccidon basal de la vena R con una fila de cerdas sobre el margen posterodorsal (Figura

- Seccmn basal de Ia vena R desnuda ...................................................................... 6
2. Cuerpo verde o verde violeta, con tres estrias longitudinales negras sobre el torax (Figura 14A,
15 ) P 3
- Cuerpo verde o azul oscuro, con una o dos estrias toracicas  longitudinales..................... 4
3. Pelos palidos sobre el margen de la Gltima coxa y sobre el primer esternito abdominal, palpos
L0 Cochliomyia
- Pelos negros sobre el margen de la ultima coxa y sobre el primer esternito abdominal, palpos
clavados.. etereeieeieeiee e Paralucilia
4, Escuamula toracma con pelos fmos por encima (Flgura 19D) ........................... Chrysomya
- Escudmula toracica desnuda (Figura 19C)... P o
5. Espiréculo torécico anterior con pelos de color anaranjado brlllante ..................... Phormia®

- Espiraculo torécico anterior con pelos negros 0 pardo 0SCUr0...........ccc.vevene.. Protophormia’

6. Cuerpo de color metalico verde o verde cobrizo brillante, abdomen sin una capa notable de
0101 V7T (o T 0 g Y= Vo =T Lucilia
- Cuerpo de color metélico azul o azul oscuro, abdomen con una capa notable de polvillo
0 ST Lo 1P Calliphora

Clave para larvas de califoridos con importancia forense

1. Peritrema del espiraculo posterior incompleto ............oooiiiii i, 2
- Peritrema del espiraculo posterior COmpleto. ..........c.ooeiiiii i, 5
2. Margen posterior del segmento 11 sin espinas dorsales.............c.c.oooveiviennns Cochliomyia
- Margen posterior del segmento 11 con espinas dorsales .............cccoevvvennenn. .3
3. BOtON INCONSPICUOD. .. .. eie et et e e e e e et e e e e e e e e ee e eneees Chrysomya
S = 0] (0 g oo 0 51 o1 ot o PP 4
4. Con espinas dorsales sobre el margen posterior del segmento 10................. Protophormia®
- Sin espinas dorsales sobre el margen posterior del segmento 10 ...............ccoeen. Phormia®
5. Esclerito oral en forma de espina...............ccoeeiieiiiiiiici i i e vee e eennnnc.Calliphora
- ESCIErito Oral QUSENTE. .. ... .. e et e e e e e e e e e Lucilia

! Estas especies no han sido reportadas en Puerto Rico.
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Clave para larvas de Chrysomyinae con importancia forense

1. Cuerpo con una hilera de tubérculos notables (Figura 13C)........ccuvvveviiiiiie e e 2
e O 0 1=T 0 Yo Y |1 (0 o< oW [ 3
2. Tubérculos dorsales con espinas apicales relativamente pequefias, usualmente dirigidas hacia
o] 1 o Chrysomya albiceps
- Tubérculos dorsales con espinas apicales relativamente largas, usualmente dirigidas hacia
FUBTa. o e e Chrysomya rufifacies
3. Esclerito oral pigmentado.........co.uiuiiniie it e e A
- Esclerito oral No PIgmentado. .. .......ve e e e e e e e 5
4. Esclerito oral parcialmente pigmentado, visible como un punto entre los ganchos
DUCAIES. .. e e e e Chrysomya megacephala
- Esclerito oral completamente pigmentado, visible como una espina entre los ganchos
DUCIES. ... e e e e e e e e e e e e Paralucilia wheeleri
5. Espinas sobre la protuberancia anal pigmentadas, mostrando un modelo espinal en forma de V
(0T = 15 ) Cochliomyia macellaria

- Espinas sobre la protuberancia anal pigmentadas, mostrando un modelo espinal en forma
OVAL... . e et et ettt ettt eeeeee et ee e e e, PhOTMIia y Protophormia®

! Estas especies no han sido reportadas en Puerto Rico.
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DISCUSION

El tiempo que transcurre desde la muerte de una persona hasta que se halla el cadaver es crucial
en las investigaciones de homicidios. Esta informacién puede ayudar a identificar tanto al
criminal como a la victima y excluir o vincular sospechosos con el caso (Byrd y Castner, 2001).
De la misma manera el reconocimiento e identificacion de las especies de dipteros que
intervienen en el proceso de descomposicion es muy importante para determinar el intervalo
post-mortem. Cada especie se comporta de una forma particular y difiere de otras especies en la
tasa de desarrollo, el tiempo de llegada al cadaver u orden de sucesion, las preferencias por el

estado de descomposicion y las preferencias por ciertas condiciones ambientales.

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria

Para determinar el intervalo post-mortem (IPM) hay que reconocer la sucesién de las especies
sobre el cadaver, pues el tiempo de llegada debe sumarse a la edad de la larva. Cochliomyia
macellaria es la primera especie en llegar a ovipositar sobre cadaveres en Mayagiez (Guarin,
2005) y es considerada por muchos autores como un invasor primario de la carrofia. Este
comportamiento le confiere grandes ventajas, ya que oviposita primero sobre el cadaver y
disminuye en gran medida la competencia interespecifica, especialmente durante las etapas
tempranas del desarrollo larval, cuando es mas susceptible a depredacion por parte de otras

larvas, principalmente de Chrysomya rufifacies.

Chrysomya rufifacies tiene un comportamiento depredador, es muy invasiva y desplaza a los
colonizadores primarios fuera del cadaver. Segun Wells y Greenberg (1994), esta especie tiene
un impacto negativo sobre las especies nativas, disminuyendo drasticamente la abundancia de
éstas e incluso extirpandolas. Cochliomyia macellaria ha logrado sobrevivir exitosamente en la
naturaleza junto a C. rufifacies porque llega al cadaver antes que cualquier otra especie, logra
desarrollarse mas rapido que C. rufifacies y puede empupar aunque no haya alcanzado su tamafio
larval maximo. En el presente estudio se observé que al trasladar a Co. macellaria de la carne a
la arena antes de llegar a su desarrollo méximo, ésta se enterrd, empupé y el adulto emergio. Lo

mismo se hizo con C. rufifacies pero las larvas se desplazaron sobre la arena, no empuparon y
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murieron. Esta observacion difiere de los estudios realizados por Levot et al. (1979, citado por
Baumgartner, 1993), quienes sugieren que C. rufifacies y C. megacephala tienen la ventaja de
lograr empupar satisfactoriamente aunque sus larvas estén bajas de peso por falta de alimento, y
que los adultos son viables aun en condiciones de severa competicion o alimento limitado. La
discrepancia en ambos estudios se debe posiblemente a que el comportamiento de las
poblaciones de la misma especie puede variar de acuerdo a la region. Byrd y Castner (2001)
reportan que las especies separadas geograficamente responden de forma diferente a las
condiciones ambientales, sin embargo no hay estudios que reporten esta variacion

especificamente en C. rufifacies.

Chrysomya rufifacies y Co. macellaria tienen una gran similitud biolégica y probablemente una
homologia ecolégica muy estrecha (Baumgartner, 1993). No difieren en habitos de crianza de
acuerdo al tipo de cadaver, habitat o época del afio, y la diferencia en la tolerancia a la
temperatura es minima. Las dos prefieren climas calidos y en este estudio se determind que el
tamafio para cada estadio larval en las dos especies es muy parecido (Figurall). Con esta
similitud es de esperarse que la competencia interespecifica sea muy intensa, pero como difieren
en la preferencia por el estado de descomposicion del cadaver, las especies lo colonizan a
diferentes tiempos y se desarrollan sin competir (Figura 4).

En la fase de campo se observo que cuando el cadaver es totalmente invadido por larvas de C.
rufifacies en segundo y tercer estadio, Co. macellaria migra en masa fuera del cadaver. Se
observaron masas larvales de cientos de individuos enterrandose a unos 30 cm de éste (Apéndice
H). Estudios de dispersién y depredacién de Chrysomya albiceps sobre Co. macellaria,
realizados por Andrade et al. (2002), sugieren que la depredacion larval también ocurre después
del periodo post alimentario, particularmente durante la migracion. Ademas, reportan que Co.
macellaria se dispersa mas y se entierra a mayor distancia del cadaver en presencia de C.

albiceps.
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CICLO DE DESARROLLO A TEMPERTURA CONSTANTE

CURVAS DE CRECIMIENTO

La duracién del ciclo de desarrollo se redujo al aumentar la temperatura porque los insectos son
poiquilotermos y dependen de la temperatura del medio ambiente para su desarrollo (Figuras 5y
7). De igual manera, su tasa metabdlica esta influenciada por las condiciones ambientales. Byrd
y Castner (2001) sugieren que el crecimiento de las moscas depende de la temperatura porque las

reacciones biogquimicas que suceden durante el crecimiento también dependen de ésta.

Los datos sobre el tiempo de eclosién, duracién larval y emergencia del adulto permiten estimar
un IPM muy confiable basados en la dependencia entre el desarrollo de las larvas y la
temperatura. Para las tres temperaturas y las dos especies se observo que el crecimiento larval

permanece constante hasta la etapa post-alimentaria.

Los resultados para las dos especies indican que cada temperatura produjo un tiempo de
desarrollo diferente y que los tiempos no se sobreponen cuando se tienen en cuenta los minimos
y méximos (Tabla 2, Apéndice B). Cochliomyia macellaria tard6 12 dias en desarrollarse a 25 °C
y 8.7 dias a 30 °C, mostrando una diferencia de 3.3 dias, mientras que C. rufifacies tardo 10.8
dias en desarrollarse a 25 °C, 9 dias a 30 °C y 8 dias a 35 °C, con una diferencia de 1.8 dias entre
25y 30°C, y de un dia entre 30 a 35 °C. Esto recalca el efecto que tiene la temperatura sobre el
desarrollo de las especies y enfatiza la importancia de obtener datos precisos del medio ambiente
y del microclima alrededor del cadaver para la estimacion del IPM. Segun Daza y Yusseff (2003)
se debe tener muy en cuenta el microclima en la escena del crimen porque la diferencia en el
tiempo de descomposicion de un cadaver es muy influenciado por las condiciones
microclimaticas, y el tiempo de descomposicion esta estrechamente relacionado con el desarrollo

de las especies necréfagas.
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Cochliomyia macellaria (Fabricius)

Tiempo de desarrollo

Este estudio demostrd que el desarrollo completo de Cochliomyia macellaria tardo 288 y 208 h'y
el larval 84.0 y 66.2 h a 25 y 30 °C, respectivamente. Estos periodos son mayores que los
reportados por Byrd y Butler (1996) para zonas templadas, con un desarrollo total de 240y 170 h
y larval de 116 y 94 h a 25 y 32 °C, respectivamente, pero menores que los reportados por
Greenberg (1991), con una media para el desarrollo total de 234 h a 29 °C. Estas diferencias
pueden deberse a diferencias en crianza, alimentacion, fotoperiodo o manipulacion de los
experimentos. Sin embargo, también pueden explicarse por las diferencias adaptativas que han
adquirido las poblaciones en respuesta a condiciones ambientales diferentes (Byrd y Castner,
2001). Cochliomyia macellaria es nativa de las Américas, principalmente de zonas templadas
desde Canada hasta el sur de los Estados Unidos y México. Por tanto, las poblaciones de Co.
macellaria de Puerto Rico han tenido que adaptarse de ambientes templados a ambientes
tropicales. De acuerdo al clima de origen, si Co. macellaria es de zonas templadas su desarrollo
serd mas lento en zonas tropicales que en las templadas. Trotta et al. (2006) observaron que el
tiempo de desarrollo se incrementa bajo un estrés termal de acuerdo al clima de origen de las
poblaciones. Ademas, sugieren que segun la especie va adaptandose a la nueva temperatura
puede perder su tolerancia al frio o al calor; esto puede explicar por qué Co. macellaria empupa

sin estrés a 30 ° C en el trépico pero esta temperatura le causa estrés en zonas templadas.

Byrd y Butler (1997) sugieren que la temperatura del cadaver debe considerarse para la
determinacion del intervalo post-mortem, porque las temperaturas que no son 6ptimas pueden
retrasar la pupacion y alterar el andlisis del tiempo de muerte. En el presente estudio la
temperatura de 35 °C no fue dptima para la pupacion de Co. macellaria, pero no afect6
negativamente la eclosion de los huevos ni el desarrollo larval (Tabla 1, Figura 5),
probablemente porque las enzimas que actlan durante estas etapas del desarrollo toleran
temperaturas altas, pero las que intervienen en el proceso de pupacion se activan y funcionan

eficientemente a temperaturas mas bajas. Greenberg (1991) reporté que la tasa metabdlica es
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inversamente proporcional a la resistencia del calor en las larvas post alimentadas, pupas y
adultos. En este experimento se observé un buen desarrollo larval pero un retraso en la pupacion
mientras las larvas buscaban una temperatura favorable. Las larvas que no lograron migrar
murieron bajo este régimen de temperatura. Esto corresponde con los resultados de Byrd y Butler
(1997), donde las larvas prefieren temperaturas de 35 a 38 °C cuando estdn en su fase
alimentaria, pero cuando empiezan su etapa postalimentaria migran buscando temperaturas
bajas; los autores reportan ademas el desplazamiento continuo de las larvas tratando de buscar un

camino para salir del cerdo, y la muerte de éstas en 72 horas a 32.2 °C cuando no lograron salir.

Los datos obtenidos en esta investigacion deben considerarse en investigaciones forenses, porque
el tiempo de pupacién puede retrasarse o las larvas morir si el desplazamiento de Cochliomyia
macellaria fuera del cadaver se restringe, por ejemplo cuando un cadaver estd envuelto o

encerrado en un badl.

La muerte de las larvas en etapa post alimentaria a 35 °C pudo deberse a la inactivacion de
enzimas que intervienen en el proceso de la muda. Estas enzimas son muy sensibles tanto a la
temperatura como al pH, y si la temperatura a la cual son sometidas no es la 6ptima, pueden
disminuir su actividad o inactivarse. Ratte (1984, citado por Greenberg, 1991) indica que la
tolerancia reducida al calor de los estados tardios del desarrollo larval puede deberse a procesos
hormonales. Si la temperatura elevada afecta el desempefio normal de la hormona juvenil, es
posible que el proceso de pupacion no suceda y por consiguiente las caracteristicas del adulto no
se desarrollen. Las caracteristicas de la muda son reguladas por dicha hormona, cuya
concentracion alta durante el estado larval inhibe la expresién de las caracteristicas del adulto;
por lo tanto, si esta hormona no disminuye sus niveles en la etapa post alimentaria, la larva no

podra empupar y morira (Gullan y Cranston, 2005)

Cada especie tiene una tolerancia minima y maxima a la temperatura. Byrd y Allen (2001)
observaron que Phormia regina empupa y eclosiona a 35 °C, pero no a 40°C. Grassberg y Reiter
(2002) reportaron el desarrollo total de Protophormia terranovae y la pupacion exitosa a 35 °C.
Greenberg (1991) reporté un umbral minimo de desarrollo para Calliphora vicina de 2.5 a 4 °C,
indicando que esta especie no tolera temperaturas elevadas. Reiter (1984) reportd que C. vicinia
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no empupa a 30 °C, mientras que Lefebvre y Pasquerault (2003) reportaron el desarrollo y
pupacion normal de los muscidos Ophyra capensis y O. aenescens a 30 °C. Estos datos sugieren
que cada especie tiene diferente tolerancia a la temperatura, y por tanto diferente duracién en el
tiempo de desarrollo y crecimiento larval. Por lo tanto, es importante conocer el ciclo de
desarrollo de los dipteros necr6fagos si vamos a utilizarlos en la determinacion del IPM y en el
esclarecimiento de otros factores en la escena de crimen, tales como el traslado del cadaver, la

causa de muerte y la vinculacién victima-sospechoso.

Longitud larval

La longitud de las larvas a las tres temperaturas evaluadas aumenté como se esperaria en una
curva de crecimiento para cualquier organismo. Ademas, el crecimiento fue mas rapido segun
aumento la temperatura. El tamafio de las larvas inmediatamente antes de empupar fue mayor a
25 °C, seguido por 30 y 35 °C. Estos resultados coinciden con los de Karan et al. (1999) para
estudios con Drosophila melanogaster, donde informaron que al aumentar la temperatura las
moscas disminuyen en tamafio debido principalmente a la disminucién en el tamafio del torax y

de las alas.

El tamafio menor se registré a 30 °C, probablemente porque el muestreo fue al azar y no se
colectaron las larvas mas grandes, a diferencia de los muestreos para 25 y 35 °C. Sin embargo,
hasta las 40 horas se observa que la larva tiene un tamafio mayor que a 25 °C, exceptuando el
pico de 36 horas, que muestra una reduccion en la longitud larval (Figura 6). Esta disminucion en
el tamafio de la larva se debid a que el momento de muestreo coincidié con un cambio de muda
de estadio Il a Il y la larva estaba encogida. Este dato es importante para la determinacion del
IPM porque se puede estimar la edad de la larva con una alta confiabilidad, basados en que la
muda de segundo a tercer estadio ocurre en un rango de tiempo muy estrecho y porque si las
larvas que se colectan sobre el cadaver estin mudando tendrdn un menor tamafo y se podria

subestimar la edad de la larva (Byrd y Castner, 2001).
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Chrysomya rufifacies (Macquart)

Chrysomya rufifacies es un invasor secundario de cadaveres y prefiere carne en un estado
avanzado de descomposicion (Baumgartner, 1993; Shahid et al., 2000). Esto podria explicar el
retraso en la oviposicion y la disminucion en el nimero de huevos depositados, ya que el higado

usado como medio de cultivo era fresco.

Chrysomya rufifacies es una especie introducida y ha sido ampliamente estudiada. Ademas de
ser importante para la entomologia forense, su impacto ecoldgico es considerable por el efecto
negativo que tiene sobre las especies nativas y por sus reportes en casos de miasis. Baumgartner
(1993) hizo una revision exhaustiva de esta especie basada en 275 publicaciones que datan desde
1914, enfatizando la taxonomia, biologia, papel ecoldgico, importancia médica, miasis,

importancia médico legal, control y efectos potenciales.

Tiempo de desarrollo

En el presente estudio el desarrollo larval de C. rufifacies a 25 °C fue de 102.0 h y el total fue de
260.0 h (Tabla 2, Apéndice B). Estos periodos son menores que los reportados por Byrd y Butler
(1996), de 158.0 y 289.0 h a 25 °C para el desarrollo larval y total, pero mayores a los resultados
obtenidos por Subramanian y Butler (1980), quienes reportan una duracion larval de 84.0 h y una
duracion total de 156.0 h a 25.6 °C. En el presente estudio, el desarrollo larval a 30 °C fue de
65.7 h y el total de 216.0 h, siendo la duracién del desarrollo total igual a la reportada por
Mackerras (1933) para la misma temperatura. En estudios realizados a 29 °C, Wells y Greenberg
(1992) reportaron un tiempo de desarrollo de 288.0 a 340.8 h, mientras que Greenberg (1991)
reportd 304.8 h, siendo ambas duraciones mayores que las encontradas en este estudio. A 35 °C
el desarrollo larval en el presente estudio fue de 56.0 h y el total de 194.0 h. Estos resultados son
menores que los reportados por O"Flynn (1983) a 34 °C, con una duracion del desarrollo larval
de 96.0 a 132.0 h y total de 168.0 a 204.0 h.

Comparando los resultados de este experimento con los de otros autores, se observa que en

general C. rufifacies se desarroll6 en Puerto Rico mas rapido que las poblaciones de zonas
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templadas. Si consideramos que C. rufifacies es nativa de Australia y de la region oriental de los
trépicos del viejo mundo, es de esperarse que las temperaturas célidas de la costa oeste de Puerto
Rico sean semejantes a las de su lugar de origen y no produzcan estrés térmico. Esto datos
coinciden con los de Trotta et al. (2006), quienes observaron un aumento en el tiempo de
desarrollo en las poblaciones de zonas templadas de Drosophila melanogaster, comparado con el
desarrollo de las poblaciones tropicales. Esta diferencia es causada por estrés termal debido a que

D. melanogaster es de origen afrotropical y estd mejor adaptada a condiciones calidas.

A diferencia de Co. macellaria, C. rufifacies empup6 y los adultos emergieron a 35 °C. Esto
indica que la especie soporta temperaturas mas elevadas y que puede completar su ciclo de
desarrollo bajo condiciones desfavorables. O"Flynn (1983) reportd que los huevos de C.
rufifacies no eclosionan a 9 °C, pero si a 15 °C, y que la larva se desarrolla, aunque no empupa.
Esto indica que la especie es menos tolerante a las temperaturas bajas que a las elevadas, pues
segun Waterhouse (1947, citado en Baumgartner 1993) la larva se desarrolla y empupa a 40 °C.
Aunque en el presente estudio C. rufifacies empupd y emergié a 35 °C, esta temperatura atrasa la
pupacion y el retraso puede afectar la determinacién del tiempo de muerte basado en el tiempo
de desarrollo total. Sin embargo, la tolerancia de esta especie a condiciones desfavorables y su
comportamiento depredador la convierten en un indicador muy confiable del IPM porque su tasa
de desarrollo es menos afectada por las condiciones externas y la descomposicién del cadaver, a
diferencia de otras especies que dependen completamente de estos procesos (Groodbrod y Goff,
1990). Ademas, C. rufifacies no compite por alimento ni estd sometida a estrés por parte de otras

especies que lleguen a desplazarla del cadaver.

Longitud larval

La longitud de la larva aumenta en funcién del tiempo y el crecimiento es mas rapido cuando la
temperatura es mayor. El tamafio promedio de las larvas de C. rufifacies y de Co. macellaria
inmediatamente antes de entrar a su etapa post alimentaria fue mayor a 25 que a 30 y 35 °C
(Figuras 6 y 8). El tamafio maximo alcanzado por la larva de Co. macellaria antes de entrar en su
etapa post alimentaria fue de 13.8 mm y para C. rufifacies fue de 14.0 mm (Apéndice C). Byrd y
Butler (1996, 1997) reportaron un tamafio maximo promedio en Co. macellaria de 16.2 mmy en
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C. rufifacies de 16.5 mm. Evidentemente, Co. macellaria y C. rufifacies son méas grandes en
zonas templadas que en zonas tropicales. Estos resultados concuerdan con los reportados por
Trotta et al. (2006), quienes informan cambios en la plasticidad fenotipica del tamafio de las alas
y el térax de poblaciones en zonas templadas y tropicales. Karan et al. (1999) sugieren que la
diferencia en el tamafio de las alas y el térax puede estar relacionado con la capacidad de vuelo y
que el valor promedio del tamafio es menor en poblaciones del trépico. Esto concuerda con la
hipdtesis de Petavy et al. (1997) de que el ambiente calido favorece la reduccion en el tamafio

del torax y las alas para tener una frecuencia mas alta en el batir de las alas.

ESTIMACION DE LA EDAD DE LA LARVA A PARTIR DE SU TAMANO

El tamafio de la larva es uno de los datos mas precisos e importantes para la determinacion del
intervalo post-mortem, principalmente cuando se utilizan las regiones mas pendientes de la curva
de crecimiento, porque un cambio pequefio en el tamafio resulta en un cambio pequefio en la
estimacion de la edad. Si las larvas de la misma edad eclosionan y mudan en relativa sincronia, y
los cambios morfoldgicos son facilmente reconocidos, la edad de un insecto en la escena del
crimen tiene probabilidad de caer en el rango de edad para el cual el mismo estadio ha sido
observado en el modelo (Byrd y Castner, 2001). Las curvas de crecimiento que muestran el
tamafio en funcién de la edad tienen forma de “s”, con crecimiento lento durante los dos
primeros estadios y crecimiento rapido en el tercer estadio. Luego las larvas entran en una etapa
de crecimiento muy lento que corresponde a la etapa post alimentaria y empiezan a encogerse
para empupar. Byrd y Butler (1996) sugieren que el intervalo de tiempo durante el cual la larva
comienza a encogerse antes de empupar también puede servir para estimar certeramente la edad

de la larva (Figuras 9 y 10A).

Estos datos pueden extrapolarse para determinar la edad de las larvas obtenidas directamente de
cadaveres y para establecer un tiempo de muerte a partir del tamafio larval. Los grados dia
acumulados (ADD) o grados hora acumulados (ADH), pueden estimarse a partir del tiempo de
desarrollo reportado en este estudio, aunque seria recomendable utilizar dos temperaturas mas
para que el valor de n sea mayor y los datos obtenidos con este analisis sean mas confiables. Las
larvas sometidas a 35 °C arrojaron datos muy importantes para el andlisis del desarrollo de
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Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria. Sin embargo, por considerarse una temperatura
extrema para el desarrollo de estas especies, los datos obtenidos a esta temperatura no pudieron

usarse para estimar los ADD.

El tamafio de la larva y las tasas de desarrollo son los componentes principales para la
determinacion del intervalo post-mortem, por cuanto los resultados obtenidos en este estudio con
las curvas de crecimiento y el tiempo de desarrollo bajo las tres temperaturas son esenciales y
aplicables para las investigaciones forenses en el oeste de Puerto Rico. Aunque se han realizado
estudios de desarrollo sobre Co. macellaria 'y C. rufifacies en otros paises, esos datos no pueden
utilizarse para estimar la edad de la larva en las poblaciones de Puerto Rico porque el tamafio
larval y el tiempo de desarrollo difieren en cada zona latitudinal. A continuacién se presenta un
ejemplo practico que explica como pueden utilizarse las graficas con intervalos de confianza

para determinar el IPM.

EJEMPLO PRACTICO PARA DETERMINAR EL IPM

En la mafana del 28 de julio de 2006 los restos de una mujer fueron hallados en una zona rural
de Mayagliez, por la via 108 que conduce hacia el norte. El cadaver estaba ubicado a 20 metros
de la carretera en una zona cubierta por vegetacion baja y arboles pequefios. La temperatura
medida en la zona fue de 35 °C al medio dia la cual es coherente con la temperatura media de
34.8 °C registrada para el mes de julio por la estacién meteorologica de Mayaguez. El reporte de
la investigacion indicaba que la mujer habia sido vista viva cuatro dias antes de hallarse el
cuerpo. El cadaver estaba descompuesto parcialmente, tenia larvas en los orificios naturales,
principalmente en la boca y en los pliegues del cuerpo, y califéridos adultos sobre y alrededor
del cadaver. La determinacion de las especies confirmo la presencia abundante de adultos y
larvas de Chrysomya rufifacies. El tamafio méximo de las larvas fue de 6.1 mm, la mayoria se

encontraban en estadio larval 11 y las demas estaban a punto de mudar al estadio larval I11.

¢Como podemos utilizar estos datos para determinar el IPM? Para estimar la edad de la larva a
partir de las curvas de desarrollo, se escoge la curva de crecimiento de Chrysomya rufifacies a 35

°C porgue esta temperatura es la misma registrada tanto en la zona, como en la estacion
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meteoroldgica. Esta curva puede dividirse en varias partes y tomar sélo un intervalo de tiempo de
12 6 18 horas para que la estimacion sea mas precisa. Utilizando el tamafio de 6.1 mm de las
larvas recolectadas del cadaver se traza una linea horizontal desde el eje y hasta la pendiente
(Figura 22). Segun la gréfica, la edad de la larva de 6.1 mm de largo seria de 18 horas, pero se
debe tener en cuenta el intervalo de confianza de 95 % (&rea sombreada en la grafica). Asi, la
edad de la larva de 6.1 mm de longitud esta entre 15.8 y 20.4 horas, dando un rango de edad de

4.6 horas con una confianza del 95 %.
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Figura 22. Estimacion de la edad larval de C. rufifacies a 35 °C a partir de su tamafio a 12 y 28 horas, mostrado
como circulos cerrados con 10 repeticiones cada una. La region sombreada tiene un intervalo de prediccién del 95
%. La media y las varianzas son interpoladas linealmente. Las edades de 15.8 y 20.4 horas corresponden a los
limites superior e inferior de la linea horizontal del espécimen de tamafio 6.1 mm que intersecta la curva. Esta
region representa un intervalo de confianza del 95 % de la edad el espécimen.

Ahora ya conocemos la edad de la larva, pero no el intervalo post mortem. A la edad de la larva
se le debe sumar el tiempo que tarda la especie en poner huevos sobre el cadaver y el tiempo que
tardan en eclosionar. Considerando que la oviposicion de C. rufifacies ocurre maximo a las 44

horas después de la muerte y tarda 9 horas en eclosionar (Tabla 2), el tiempo de muerte fue
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estimado entre 68.8 y 73.4 horas es decir, 2.9 y 3.1 dias respectivamente con una confianza del
95 %.

OTROS HALLAZGOS DURANTE EL DESARROLLO DE ESTA INVESTIGACION

Chrysomya megacephala, nuevo registro de importancia forense en Puerto Rico

Chrysomya megacephala estd registrada para Puerto Rico desde 1961 (Baumgartner y
Greenberg, 1984). Aunque estuvo presente durante todo el estudio, no fue reportada por Guarin
(2005).

El reporte de C. megacephala es importante para la entomologia forense debido a su preferencia
por zonas urbanas. Esta especie es atraida a muchos alimentos y heces humanas y de ganado.
También se han observado grandes agregaciones de adultos en heces de perro, basura y
vegetacion cerca de viviendas, creando molestia a la comunidad (Smith, 1986 y Wells, 1991).
Tenorio et al. (2003) sélo encontraron a C. megacephala en areas urbanas en Texas. Teniendo en
cuenta este comportamiento, es posible que la especie logre colonizar cadaveres dentro de casas
antes que Chrysomya rufifacies o Cochliomyia macellaria, ofreciendo estimaciones muy precisas

del tiempo de muerte de cadaveres hallados en interiores.

Aunque el adulto de C. megacephala se encontré abundantemente sobre los cadaveres, no se
recolectaron larvas, quizas porque esta especie no puede competir con C. rufifacies. Las dos
especies son colonizadores secundarios de la carrofia y llegan a ovipositar sobre el cadaver al
mismo tiempo. Goodbrod y Goff (1990) observaron que la mortalidad de C. megacephala fue de
98 % al estar en el mismo sustrato con C. rufifacies en estadio Ill. Richards y Goff (1997)
reportaron que C. rufifacies permanece sobre el cadaver hasta el final del proceso de
descomposicion aungue los recursos se hayan reducido y no permite el establecimiento de otras
especies. Sukontason et al. (2003) estudiaron la estructura larval de C. rufifacies en los tres
estadios y demostraron que la estructura aserrada de los ganchos bucales del tercer estadio le
permite ser un depredador eficiente. En el estadio Il este comportamiento es menor porque los

ganchos bucales de las larvas carecen de estructuras aserradas.
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Posible nuevo registro de Paralucilia cf. wheeleri para Puerto Rico

Durante los muestreos realizados en febrero, marzo y junio se capturaron larvas posiblemente del
género Paralucilia (Knipling, 1939; Wells et al. 1999; Caravalho y Ribeiro, 2000; Greenberg y
Szyska, 1984, Gonzales et al. 1998; Deonier y Knipling 1940). No se encontraron adultos porque
probablemente ovipositan de noche o0 muy temprano en la mafiana, cuando las temperaturas son
mas bajas, segin se deduce de sus preferencias climaticas en otros lugares. Segun Deonier y
Knipling (1940), P. wheeleri prefiere temperaturas bajas, ya que fue capturada en regiones
montafiosas 0 durante los meses frios en Arizona, California, Nuevo México y Texas. En
Colombia, Daza y Yusseff (2003) reportaron a Compsomyiops sp. (=Paralucilia sp.) con
preferencias a zonas frias montafiosas y aclaran que no se encuentra en zonas bajas y calidas. No
se ha observado a esta especie criandose durante meses muy frios o calidos, y aunque se han
capturado hembras en diciembre, enero y febrero en areas templadas, éstas no son gravidas. Esta
especie presenta gran tolerancia al frio y sus pupas pueden sobrevivir a temperaturas promedio
de 5.3 °C, con una minima de — 6.6 °C (Deonier y Knipling, 1940). La determinacion
taxonomica de los ejemplares colectados en Puerto Rico esta siendo confirmada por el doctor
Jeffrey D. Wells del Departamento de Biologia de la Universidad del Oeste de Virginia (West

Virginia University).

Paralucilia wheeleri se parece mucho a Cochliomyia macellaria. Segun Smith (1986), esta
especie ha sido confundida con las dos especies de Cochliomyia, y en el estudio sobre la biologia
de Compsomyiops wheeleri (=Paralucilia wheeleri) realizado por Deonier y Knipling (1940) se
enfatiza la similitud entre la larva de Co. macellariay la de P. wheeleri (Figuras 15y 18).
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CONCLUSIONES

Este es el primer estudio sobre curvas de crecimiento, tiempo de desarrollo y tamafio larval que
se realiza para Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria en el Caribe. La entomologia
forense es una ciencia nueva en Puerto Rico y este estudio aporta un conocimiento valioso sobre
el desarrollo de las especies principales que intervienen en el proceso de descomposicion en el
oeste de la Isla. Si analizamos en conjunto el tiempo de desarrollo de las especies, el tamafio
larval para cada estadio, el comportamiento del crecimiento larval bajo los tres regimenes de
temperatura y el comportamiento de C. rufifacies y Co. macellaria, tendremos una herramienta
confiable y efectiva para determinar el tiempo de muerte, ademas de ofrecer datos que puedan
apoyar las investigaciones legales.

La duracion del desarrollo larval y del desarrollo total para Chrysomya rufifacies y Cochliomyia
macellaria varia poco bajo cada una de las tres temperaturas estudiadas. Esto enfatiza la
importancia de obtener datos detallados de las condiciones ambientales en el lugar donde se

encuentra un cadaver.

El crecimiento constante de Chrysomya rufifacies y de Cochliomyia macellaria bajo los tres
regimenes de temperatura nos permiten utilizar la longitud de la larva para determinar

confiablemente su edad.

El intervalo de tiempo en el cual la larva comienza a encogerse antes de la pupacion y el
momento en que las larvas mudan de un estadio a otro son datos importantes que pueden servir

para estimar la edad de la larva.

La temperatura de 35 °C es letal para las pupas de Cochliomyia macellaria y retrasa la pupacion
de Chrysomya rufifacies, por lo tanto la duracion del desarrollo puede alterarse y debe

considerarse en investigaciones donde el cadaver se encuentre envuelto o encerrado.

El tamafio y el tiempo de desarrollo de las poblaciones de Chrysomya rufifacies y Cochliomyia

macellaria de zonas templadas difieren de las poblaciones del Caribe. Por eso los datos
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utilizados en investigaciones forenses deben obtenerse de estudios realizados en la misma zona

latitudinal.

Chrysomya rufifacies es un indicador muy confiable del tiempo de muerte en investigaciones
forenses debido a su tolerancia de condiciones desfavorables, ya que no compite por alimento ni
esta sometida a estrés por parte de otras especies que lleguen a desplazarla del cadaver, y porque
su comportamiento depredador hace que su tasa de desarrollo sea menos afectada por las

condiciones externas y la reduccién del cadaver.
Se registro la presencia de Chrysomya megacephala. Este reporte es importante porque C.
megacephala prefiere zonas urbanas y es posible que logre colonizar, antes que Chrysomya

rufifacies o Cochliomyia macellaria, los cadaveres que se encuentren dentro de las casas.

Se registrd tentativamente por primera vez para Puerto Rico a Paralucilia cf. wheeleri.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar muestreos sobre los 500 y 1000 metros de altitud utilizando como cebo carne

descompuesta, para reconocer la fauna cadavérica a estas altitudes.

2. Ampliar este estudio y realizar curvas de crecimiento a dos temperaturas mas (23.5y 27.5 °C)
para poder estimar los grados dia acumulados (ADD) o los grado hora acumulados (ADH), los
cuales seran utilizados como una herramienta de apoyo para determinar el intervalo post mortem

con una confiabilidad muy alta.

3. Hacer un convenio entre la universidad y el Instituto de Ciencias Forenses del pais para
empezar a utilizar la entomologia en investigaciones legales y ampliar los conocimientos sobre

esta ciencia.

4. Instruir por medio de charlas, talleres y folletos informativos al personal encargado de la
recoleccion de pruebas en las escenas de crimen, para que puedan recolectar muestras

entomoldgicas y las preserven correctamente para apoyar las investigaciones legales.

5. Continuar con los experimentos en cerdo para analizar la diferencia en la sucesion de insectos
y presencia-ausencia de las especies necrofagas sobre cadaveres envenenados, quemados, con

heridas abiertas, ahogados etc.

6. Dar a conocer a la comunidad cientifica y forense los estudios que se han realizado hasta el
momento, la importancia que tiene esta ciencia en las investigaciones legales y las expectativas

que se tienen con la entomologia forense.
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APENDICE A

FORMATO PARA REGISTRAR LAS MEDIDAS DE LAS LARVAS EN CADA MUESTREO

Fecha

Hora

N° M.

M1

M2

M3

M4

M5

M 6

M7

M 8

M9

M 10

M11

M 12

M 13

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

Temp.

Fecha

Hora

N° M.

M1

M2

M3

M4

M5

M 6

M7

M 8

M9

M 10

M11

M 12

M 13

Cl

Cc2

C3

C4

C5

C6

c7

C8

C9

C10

Temp.
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APENDICE B
ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LA DURACION DE CADA ESTADO DE
DESARROLLO

Estadistica descriptiva de la duracién del huevo, los tres estadios larvales y la pupacion de
Chrysomya rufifacies a las tres temperaturas constantes. (D.E: desviacion estandar, E.E:
error estandar, Min: minimo, Max: maximo, n: numero de repeticiones y h: horas).

Variable n Media (h) D.E. E.E. Min Méx

Huevo 10 141 19 0.6 12.0 16.0

Estadio | 10 12.0 0.0 0.0 12.0 12.0

s5oc  Estadioll 10 22.8 6.2 2.0 12.0 36.0
Estadio 11 10 67.2 6.2 2.0 54.0 78.0

Pupa 10 144.4 22.2 7.0 1260 1950

Total 10 260.5 23.1 7.3 2430 3130

g Huevo 10 9.9 1.7 0.5 8.0 14.0
£ Estadio | 10 12.4 13 0.4 12.0 16.0
§ spoc  Estadioll 9 24.9 4.4 15 16.0 28.0
E Estadio 11 9 28.4 3.7 1.2 24.0 36.0
2 Pupa 3 146.0 0.0 0.0 146.0 146.0
S Total 3 217.8 5.0 2.9 2140 2235
Huevo 10 9.0 0.0 0.0 9.0 9.0

Estadio | 10 8.0 0.0 0.0 8.0 8.0

s50c  Estadioll 10 10.4 2.1 0.7 8.0 12.0
Estadio 11 10 37.6 2.1 0.7 36.0 40.0

Pupa 8 129.0 12.4 4.4 1200  144.0

Total 8 194.0 12.4 4.4 1850  209.0
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Estadistica descriptiva de la duracién del huevo, los tres estadios larvales y la pupacion de
Cochliomyia macellaria a las tres temperaturas constantes. (D.E: desviacion estandar, E.E:
error estandar, Min: minimo, Max: maximo, n: numero de repeticiones y h: horas).

Variable n Media (h) D.E. E.E. Min Max

Huevo 10 15.0 0.0 0.0 15.0 15.0

Estadio | 10 16.2 2.9 0.9 12.0 18.0

ssoc Estadioll 10 15.0 3.2 1.0 12.0 18.0
Estadio 111 10 52.8 2.5 0.8 48.0 54.0

Pupa 10 189.2 14.8 47 1760  216.0

© Total 10 288.2 14.8 4.7 275.0 3150
I Huevo 9 9.1 11 0.4 8.0 10.0
g Estadio | 9 10.2 2.9 1.0 8.0 16.0
§ gpoc Estadioll 9 17.3 2.0 0.7 16.0 20.0
g Estadio 111 9 38.7 8.9 3.0 24.0 48.0
% Pupa 7 131.0 14.0 5.3 1130 1490
3 Total 7 208.1 9.3 35 198.0 225.0
Huevo 10 8.8 1.0 0.3 8.0 10.0

Estadio | 10 8.8 1.7 05 8.0 12.0

gsoc  Estadioll 10 12.0 1.9 0.6 8.0 16.0
Estadio |11 10 35.2 1.7 05 32.0 36.0

Pupa 10 168.0 0.0 0.0 1680  168.0

Total 10 232.8 25 0.8 2280 2380
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APENDICE C
ESTADISTICA DESCRIPTIVA DEL TAMANO DE LAS LARVAS PARA CADA
MUESTREO.

Estadistica descriptiva del tamafio de las larvas de Chrysomya rufifacies para cada
muestreo en las tres temperaturas constantes (D.E: desviacion estandar, E.E: error
estandar, Min: minimo, Max: maximo, n: namero de repeticiones y h: horas).

Temp (h) n Media D.E. E.E. Min Max

6 10 2.2 0.4 0.1 15 2.9

12 10 2.4 0.4 0.1 17 2.9

18 10 4.1 0.5 0.2 35 5.0

24 10 4.9 0.9 0.3 2.9 6.0

30 10 5.7 0.8 0.3 45 6.8

36 10 6.7 1.1 0.4 5.2 8.5

42 10 8.8 1.4 0.4 6.5 111

48 10 9.5 15 0.5 7.0 12.0

25°C 54 10 10.9 1.3 0.4 8.1 12.5

60 10 11.8 0.9 0.3 9.9 133

66 10 11.8 1.0 0.3 10.8 13.8

72 10 12.5 1.1 0.4 10.5 14.0

78 10 12.3 0.6 0.2 115 13.1

84 10 12.7 0.4 0.1 11.8 13.0

90 10 12.1 1.4 0.4 9.0 13.5

% 10 12.3 0.8 0.3 11.0 135

102 10 11.2 1.2 0.4 9.0 125

" 4 9 1.9 0.2 0.1 15 2.0
@ 8 9 2.3 0.2 0.1 2.1 2.7
S 12 9 2.6 0.3 0.1 2.2 3.0
= 16 9 31 0.4 0.1 2.6 4.0
o2 20 9 4.2 0.4 0.1 3.5 5.0
< 24 9 4.8 0.6 0.2 3.8 6.2
= 28 9 5.5 0.5 0.2 4.9 6.1
§ s00c 2 9 5.8 0.7 0.2 4.9 6.6
£ 36 9 5.9 0.7 0.2 4.9 7.1
O 40 9 6.4 1.5 0.5 3.9 8.9
44 9 8.4 15 0.5 6.1 10.7

48 9 9.0 15 0.5 6.0 12.0

52 9 9.2 1.6 0.5 6.3 11.2

56 8 10.6 1.4 0.5 8.5 1255

60 8 11.0 0.9 0.3 9.1 12.0

64 8 12.2 1.0 0.4 11.0 14.0

3B°C 4 10 2.1 0.1 0.0 2.0 2.2

8 10 2.7 0.2 0.1 2.5 3.0

12 10 4.4 0.4 0.1 35 4.9

16 10 5.7 0.4 0.1 5.2 6.3

20 10 6.7 0.6 0.2 6.1 7.8

24 10 7.3 1.1 0.3 6.0 8.9

28 10 9.0 0.7 0.2 8.0 10.0

32 10 10.2 0.8 0.3 8.9 12.0

36 10 10.6 0.9 0.3 9.0 12.4

4 10 10.8 0.5 0.2 10.0 11.3

44 10 11.0 0.6 0.2 10.0 12.0

48 10 11.8 0.5 0.2 11.0 12.5




52
56

11.9
12.6

0.6
0.7

0.2
0.2

11.2
11.5

13.0
13.7
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Estadistica descriptiva del tamafio de las larvas de Chrysomya rufifacies para cada
muestreo en las tres temperaturas constantes (D.E: desviacion estandar, E.E: error
estandar, Min: minimo, Max: maximo, n: namero de repeticiones y h: horas).

(h) n Media (mm) D.E. E.E. Min Max

6 10 1.9 0.2 0.1 15 2.2

12 10 25 0.2 0.1 2.3 3.0

18 10 3.2 0.7 0.2 25 4.6

24 10 5.0 03 0.1 45 55

30 10 5.9 0.4 0.1 5.2 6.3

36 10 75 13 0.4 5.0 10.0

25°C 42 10 10.0 11 0.3 8.0 11.2

48 10 118 08 03 10.2 13.0

54 10 124 0.7 0.2 11.1 133

60 10 12.0 0.6 0.2 11.0 12.8

66 10 11.9 13 0.4 9.2 135

72 10 12.2 1.0 03 10.0 135

78 10 118 1.0 03 10.0 13.1

4 9 1.9 03 0.1 15 2.2

8 9 23 0.4 0.1 16 2.7

12 9 2.6 03 0.1 2.2 3.0

8 16 9 3.4 0.7 0.2 2.4 4.4
K 20 9 47 05 0.2 4.0 55
§ 24 9 55 0.6 0.2 4.3 6.5
£ | 3900 28 9 5.7 0.9 03 4.0 6.9
o 32 9 75 1.8 06 4.3 9.6
g 36 9 6.8 17 0.6 40 10.0
2 40 9 9.2 15 05 6.1 11.4
S 44 9 9.4 1.7 0.6 7.0 12.3
S 48 9 9.9 11 0.4 7.8 11.2
52 9 10.7 1.4 05 8.3 124

56 8 10.9 1.1 0.4 9.3 125

4 10 1.8 0.1 0.0 17 2.0

8 10 23 0.2 0.1 1.9 25

12 10 36 06 0.2 2.7 4.3

16 9 4.6 1.0 03 25 5.6

20 10 5.9 1.0 0.3 4.0 7.2

24 10 76 14 05 53 103

ssoc 28 10 9.0 13 0.4 6.8 10.2

32 10 9.9 1.0 0.3 7.7 111

36 10 118 1.1 0.4 10.0 13.2

40 10 11.7 15 05 95 138

44 10 116 1.9 06 9.0 138

48 10 118 12 0.4 10.4 133

52 10 11.1 0.7 0.2 10.0 125

56 10 113 1.1 03 9.8 13.2




APENDICE D

73

ESTADISTICA DE LAS REGRESIONES LINEALES POLINOMIALES PARA LAS DOS ESPECIES BAJO LAS TRES
TEMPERATURAS.

Cochliomyia macellaria 25°C

Analisis de regresion lineal

Variable N
Tamafio mm 130

R2
0.95

R2 Aj ECMP
0.950.96

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE L1(95%)
const 1.47 0.46 0.56
Tiempo -0.01 0.05 -0.10
Tiempo”2 0.01 1.2E-03 0.01
Tiempo™3 -8.3E-05 9.7E-06 -1.0E-04
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

F.V. SC gl CM F
Modelo 2017.95 3 672.65 740.
Tiempo 1814.60 1 1814.60 1997.
Tiempo/2 136.73 1 136.73 150.
Tiempo”™3 66.62 1 66.62 73.
Error 114 .47 126 0.91
Total 2132.42 129
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

F.V. SC gl CM
Modelo 2017.95 3 672.65
Tiempo 2017.95 3 672.65
Error 114 .47 126 0.91
Error Puro 78.85 117 0.67
Total 2132.42 129

LS(95%) T p-valor

2.38 3.19 0.0018
0.08 -0.14 0.8874
0.01 6.61<0.0001

-6.4E-05 -8.56<0.0001

D)
p-valor

40 <0.0001
38 <0.0001
50 <0.0001
33 <0.0001
1)

F p-valor
740.40 <0.0001
740.40 <0.0001

CpMal lows

3.03
46.39
75.76



Chrysomya rufifacies 25°C

Analisis de regresion lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Tamafio mm 170 0.93 0.931.07

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est.
const 1.08
Tiempo (horas) 0.12
Tiempo (horas)”2 2.3E-03
Tiempo (horas)”3-2.5E-05

E

E L1(95%)

0.39 0.30
0.03 0.06
E-04 1.0E-03
E-06  -3.3E-05

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC gl CM
Modelo 2262.16 3 754 .05 734.29
Tiempo (horas) 1923.77 1 1923.77 1873.35
Tiempo (horas)”2 297.68 1 297.68 289.88
Tiempo (horas)”™3 40.71 1 40.71 39.65
Error 170.47 166 1.03
Total 2432.63 169
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)
F.V. SC gl CM F
Modelo 2262.16 3 754.05 734.29
Tiempo (horas) 2262.16 3 754.05 734.29
Error 170.47 166 1.03
Lack of Fit 21.83 13 1.68 1.73
Error Puro 148.63 153 0.97
Total 2432.63 169

LS(95%) T p-valor

1.85 2.73 0.0071
0.18 3.92 0.0001

3.6E-03 3.58 0.0005
-1.7E-05 -6.30<0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001

0.0600
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CpMal lows

18.24
15.73
42 .41



Cochliomyia macellaria 30°C

Analisis de regresion lineal

Variable N
Tamafio mm 145

R=2

0.88

R2 Aj ECMP
0.881.42

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est.
const 1.57
Tiempo 0.04
Tiempo”2 0.01
Tiempo™3  -7.4E-05

EE

1.8
1.7

0.48
0.06
E-03
E-05

L1(95%)
0.62
~0.07
2.7E-03
~1.1E-04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

F.V. SC
Modelo 1454
Tiempo 1388.
TiempoN2 40.
Tiempo”™3 25
Error 190.
Total 1645.

-96

11
97

.88

84
80

gl
3
1
1
1

141
144

CM F
484 .99 358.
1388.11 1025.
40.97 30.
25.88 19.
1.35

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo

F.V.
Modelo
Tiempo
Error
Lack of Fit
Error Puro
Total

SC

1454 .
1454 .
190.

20.
169.
1645.

96
96
84
87
97
80

gl
3
3
141
13
128
144

CM
484 .99
484 .99

1.35

1.61

1.33

LS(95%)

-4 _1E-05

D

33
60
27
12

1

358.33
358.33

1.21

T p-valor
2.52 3.26 0.0014
0.16 0.77 0.4446
0.01 3.44 0.0008
-4.37 <0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001

0.2804
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CpMal lows

3.59
14.79
21.99



Chrysomya rufifacies 30°C

Analisis de regresion lineal

Variable N R2 R=2
Tamafio mm 133 0.89 O.

Aj ECMP
89 1.01

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est.
const 1.38
Tiempo 0.11

Tiempo™2  9.0E-04

EE L1(95%) LS(95%) T
0.29 0.80 1.96  4.69
0.02 0.07 0.15 5.11

3.3E-04  2.5E-04  1.5E-03 2.75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F.V. SC
Modelo 1076.97
Tiempo 1069.60
TiempoN2 7.37
Error 126.72
Total 1203.69

Cuadro de Analisis

F.V. SC
Modelo 1076.97
Tiempo 1076.97
Error 126.72
Total 1203.69

gl
2
1
1

130
132

CM

538.48
1069.60
7.37
0.97

F
552.43
1097.29
7.56

p-valor
<0.0001
<0.0001

0.0068

de la Varianza (SC tipo I11)

gl
2
2

130

132

CM
538.48
538.48

0.97

F
552.43
552.43

p-valor
<0.0001
<0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001

0.0068

CpMal lows

27.97
9.51
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Cochliomyia macellaria 35°C

Analisis de regresion lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Tamano mm 139 0.91 0.911.37

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est.
const 0.93
Tiempo (horas) 0.12

Tiempo (horas)”2 0.01
Tiempo (horas)”3-1.7E-04

E

2.8
3.0

E L1(95%)

0.52 ~0.10
0.07 ~0.02
E-03 0.01
E-05  -2.3E-04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 1)

F.V. SC
Modelo 1834 .68
Tiempo (horas) 1616.72
Tiempo (horas)”2 176.27
Tiempo (horas)”™3 41.69
Error 175.43
Total 2010.11

gl
3
1
1
1

135
138

CM
611.56
1616.72
176.27
41.69
1.30

F
470.61
1244 .12
135.64

32.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I111)

F.V. SC
Modelo 1834 .68
Tiempo (horas) 1834.68
Error 175.43
Lack of Fit 20.17
Error Puro 155.26

Total 2010.11

gl
3
3
135
10
125
138

CM
611.56
611.56

1.30

2.02

1.24

F
470.61
470.61

1.62

LS(95%) T p-valor

1.95 1.79 0.0753
0.26 1.66 0.0999
0.02 3.83 0.0002

-1.1E-04 -5.66<0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001

p-valor
<0.0001
<0.0001

0.1071

7

CpMallows

5.73
17.60
34.85



Chrysomya rufifacies 35°C
Analisis de regresion lineal

Variable N R2 R2 Aj ECMP
Tamafio mm 138 0.96 0.960.48

Coeficientes de regresion y estadisticos asociados

Coef Est. EE L1(95%) LS(95%) T
const 0.12 0.20 -0.28 0.52 0.60
Tiempo (horas) 0.40 0.02 0.37 0.43 25.57
Tiempo (horas)”2-3.2E-03 2.5E-04 -3.7E-03 -2.7E-03 -12.58
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I)

F._V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1582 .67 2 791.33 1705.75 <0.0001
Tiempo (horas) 1509.22 1 1509.22 3253.19 <0.0001
Tiempo (horas)”2 73.44 1 73.44 158.31 <0.0001
Error 62.63 135 0.46
Total 1645.30 137

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo 111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1582 .67 2 791.33 1705.75 <0.0001
Tiempo (horas) 1582.67 2 791.33 1705.75 <0.0001
Error 62.63 135 0.46
Error Puro 49.05 124 0.40

Total 1645.30 137

p-valor

0.5468
<0.0001
<0.0001

CpMal lows

650.93
159.15
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APENDICE E

ESTADISTICA DESCRIPTIVA PARA LA TEMPERATURA Y HUMEDAD RELATIVA
DENTRO DE LA INCUBADORA.

Datos de la estadistica descriptiva de la temperatura y la humedad relativa registrados
durante el desarrollo de Cochliomyia macellaria bajo los tres regimenes de temperatura.

Variable n Media DE. EE. Min Max
Temperatura 1 35 25.23 0.68 012 240 26.6
Humedad relatival 35 78.06 9.24 156 70.0 98
Temperatura 2 26 3034 045 0.09 297 319
Humedad relativa2 26  81.0 364 071 700 89
Temperatura 3 34 3469 059 0.1 333 36.7

Humedad relativa 3 34 76.79 5.81 1.0 70.0 86

Datos de la estadistica descriptiva de la temperatura y la humedad relativa registrados
durante el desarrollo de Chrysomya rufifacies bajo los tres regimenes de temperatura.

Variable n Media D.E. EE. Min Max
Temperatura 1 30 253 1.2 0.2 231 298
Humedad relatival 31  83.7 94 1.7 70.0 94.0
Temperatura 2 26 303 0.5 0.1 29.7 319
Humedad relativa2 26  81.0 3.6 0.7 70.0 89.0
Temperatura 3 24 353 0.6 0.1 340 36.1

Humedad relativa3 24 748 4.6 0.9 70.0 830
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APENDICE F
REGISTRO DE LA TEMPERATURA Y LA HUMEDAD RELATIVA DENTRO DE LA
INCUBADORA

Datos de temperatura y humedad relativa dentro de las incubadoras durante el
experimento con Cochliomyia macellaria bajo los tres regimenes de temperatura.

Régimen 25 °C Régimen 30 °C Régimen 35 °C
Temp. °C HR % Temp. °C HR % Temp. °C HR %
24.0 79.0 30.5 82.0 33.8 85.0
25.1 92.0 30.0 78.0 34.7 85.0
24.4 70.0 30.2 76.0 344 86.0
26.5 96.0 30.5 81.0 34.7 86.0
254 93.0 30.2 83.0 35.2 85.0
26.0 98.0 30.1 80.0 36.0 70.0
26.6 77.0 30.1 80.0 34.6 85.0
26.6 95.0 30.1 81.0 35.0 82.0
25.4 80.0 30.1 70.0 34.9 81.0
25.1 70.0 30.8 79.0 35.1 83.0
25.4 86.0 30.7 81.0 34.8 83.0
25.3 72.0 30.2 80.0 34.8 77.0
26.0 81.0 30.8 81.0 34.2 83.0
25.1 79.0 30.4 86.0 33.3 70.0
254 80.0 30.4 81.0 35.0 83.0
25.7 70.0 31.9 89.0 36.7 73.0
25.8 70.0 30.9 81.0 344 70.0
24.9 70.0 29.8 82.0 35.0 72.0
24.9 72.0 29.7 81.0 34.6 75.0
254 70.0 30.0 81.0 34.5 70.0
25.0 73.0 30.1 83.0 34.8 77.0
254 76.0 30.8 84.0 34.1 77.0
25.3 72.0 30.4 79.0 344 72.0
24.7 76.0 30.2 78.0 341 72.0
24.5 72.0 30.1 81.0 34.9 78.0
25.1 73.0 29.9 88.0 34.7 75.0
26.5 70.0 NA NA 34.8 72.0
24.3 70.0 NA NA 34.8 70.0
25.3 90.0 NA NA 34.8 71.0
24.1 97.0 NA NA 34.8 73.0
24.5 75.0 NA NA 34.1 71.0
24.7 73.0 NA NA 34.1 71.0
25.0 70.0 NA NA 34.7 75.0
24.4 74.0 NA NA 34.7 73.0

25.2 71.0 NA NA NA NA
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Datos de temperatura y humedad relativa dentro de las incubadoras durante el

experimento con Cochliomyia macellaria bajo los tres regimenes de temperatura.

Régimen 25 °C

Régimen 30 °C

Régimen 35 °C

Temp. °C HR% Temp.°C HR% Temp.°C HR %
23.1 90.0 30.5 82.0 35.0 79.0
23.6 88.0 30.0 78.0 35.5 80.0
23.1 93.0 30.2 76.0 35.9 70.0
24.0 90.0 30.5 81.0 35.3 81.0
25.1 92.0 30.2 83.0 35.5 83.0
25.0 89.0 30.1 80.0 34.9 80.0
25.8 92.0 30.1 80.0 34.9 70.0
25.2 78.0 30.1 81.0 35.4 70.0
26.0 91.0 30.1 70.0 36.0 72.0
25.6 89.0 30.8 79.0 35.4 73.0
25.8 93.0 30.7 81.0 35.7 71.0
27.0 88.0 30.2 80.0 345 70.0
25.8 93.0 30.8 81.0 36.1 70.0
25.1 94.0 30.4 86.0 34.8 70.0
25.9 89.0 30.4 81.0 34.0 71.0
26.0 89.0 31.9 89.0 34.4 72.0
25.2 86.0 30.9 81.0 34.9 71.0
25.2 75.0 29.8 82.0 35.3 73.0
29.8 93.0 29.7 81.0 35.5 82.0
23.6 70.0 30.0 81.0 34.9 81.0
24.9 73.0 30.1 83.0 354 79.0
24.5 70.0 30.8 84.0 36.0 75.0
25.8 70.0 30.4 79.0 36.1 76.0
24.9 70.0 30.2 78.0 34.8 75.0
25.2 70.0 30.1 81.0 NA NA
26.0 92.0 29.9 88.0 NA NA
24.8 70.0 NA NA NA NA
25.6 80.0 NA NA NA NA
24.8 93.0 NA NA NA NA
24.9 70.0 NA NA NA NA
24.0 76.0 NA NA NA NA




APENDICE G
ESTADOS DE DESCOMPOSICION DEL CERDO

Estado de descomposicion del cerdo. Estado fresco (A, B Y J), Estado hinchado (C Y D),
estado activo (E y L), estado avanzado (F, G y M) y estado esquelético (H, I, Ny O).
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APENDICE H

MASAS LARVALES DE Chrysomya rufifacies y Cochliomyia macellaria DURANTE EL
PROCESO DE DESCOMPOSICION.

Masas larvales de C. rufifacies dentro del cadaver en estado de descomposicién activo.

Masas larvales de Co. macellaria empupando fuera del cadaver por la presencia de C.
rufifacies en estadio 111 en el cadaver.




APENDICE |
CICLO DE VIDA DE Chrysomya rufifacies DESDE HUEVO HASTA ADULTO

Estadio larval |

’ EEI;lHn

R

Huevo medure

N\

]

Y

Hembra ovipositande




APENDICE J
CLAVE PICTORICA DE LARVAS DE DIPTEROS CON IMPORTANCIA FORENSE

i N TUEERCULO® EH
EL CUERPO

. ......
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