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Resumen

La entomologia forense estudia los insectos asociados al cadaver durante el proceso de
descomposicion. El aporte de la entomologia a los analisis forenses es de suma importancia
para determinar el intervalo post-mortem, la época del afio del deceso, la presencia de
toxicos en el cadaver, y si hubo traslado del cuerpo. El orden Diptera contiene, entre otros
insectos, a las moscas, que son las primeras especies en arribar a un cuerpo en
descomposicion. Sus larvas se alimentan del cadaver y luego se dispersan hacia lugares
protegidos para empupar, proceso que se denomina dispersion post-alimentaria. En este
fendmeno influyen variables bidticas y abidticas que pueden influir el comportamiento de
las larvas (distancia de dispersién, profundidad de enterramiento) y en su tasa de desarrollo
(tamafio, peso), lo que determina el sitio donde finalmente pasaran su fase como pupa.
Comprender los factores que influyen en la dispersion de larvas permite predecir con mayor
precision el sitio donde éstas empupan, permitiendo estimar qué zonas cercanas al cadaver

son las mas adecuadas para la recoleccién de las pupas en diversas circunstancias.

En este trabajo se evaludé experimentalmente la distribucién de pupas generada por la
dispersion de larvas de especies de moscas de importancia forense, bajo diferentes
condiciones, en la ciudad de Cipolletti. Para esto, se utilizaron cuatro cajas circulares
divididas en 4 cuadrantes y tratadas con distintas variables. Las larvas se colocaron en el
centro de cada caja permitiendo que se dispersen hasta empupar. Con el fin de evaluar la
influencia de variables abioticas que afectan la dispersion, se realizaron 3 tratamientos:
iluminacion, temperatura e inclinacion. Las diferencias en los patrones de ubicacion de las

pupas fueron evaluadas mediante pruebas de X2.

Las cajas de control realizadas arrojaron como resultado que la dispersién de los califéridos
se produce de manera azarosa (p= 0,0978 y p= 0,1763). Con respecto a la inclinacion, las
larvas se dispersaron con menor frecuencia hacia la superficie elevada (p= 0,007172). Lo
mismo sucedi6 con la variable temperatura, donde las larvas evitaron la fuente de calor (p <
0,002695). En cuanto a la iluminacion, no se observo una preferencia significativa (p <
0,410994).
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l. Introduccién

La entomologia forense con fines médico-legales, se encarga de estudiar los artrépodos que
arriban al cadaver para alimentarse de éste. Para ello, utiliza informacion sobre la sucesion
ecologica de insectos en un cuerpo en descomposicién y sus ciclos de vida con el fin de
determinar el intervalo post-mortem® (IPM) (Gennard 2012). Los primeros insectos en colonizar
un cadaver son las moscas, pertenecientes al orden de los dipteros. Estas, depositan huevos sobre
el cuerpo en descomposicion y al cabo de un tiempo, dependiendo de las especies y las
condiciones climaticas, emergen las larvas, que consumen los tejidos del cadaver. Luego de que
las larvas completan su desarrollo, comienza un proceso de abandono del sustrato, conocido
como dispersion post-alimentaria (DPA), en el cual buscan un sitio adecuado para la pupacion.
Durante la etapa de pupa, los insectos se mantienen inactivos hasta completar la metamorfosis y,
finalmente, emerja el adulto. ElI fendmeno de la DPA se encuentra influenciado por diversas
variables bidticas y abioticas. Dentro de estas Ultimas, las variables ambientales tienen un rol
fundamental sobre la fisiologia y el comportamiento de los insectos. Debido a la ectotermia?, este
grupo de animales dependen directamente de factores externos para mantener su temperatura

corporal constante.

Con el fin de aportar informacion acerca del IPM, se han desarrollado varios trabajos de
muestreo y experimentacion acerca del comportamiento de las larvas post-alimentarias
(Greenberg 1991; Godoy et al. 1996; Tessmer y Meek 1996; Kokarek 2001; Gomes et al. 2005;
Reigada y Godoy 2005; Gomes y Von Zuben 2006; Arnott y Turner 2008; Vergara-Pineda et al.
2012). Para que las inferencias con respecto al IPM sean precisas, es necesario contar con
informacidn relacionada con el comportamiento de las distintas especies de artropodos a niveles
locales, ya que las variables ambientales, las especies presentes y sus interacciones ecoldgicas
cambian con la locacion. Es por ello que este trabajo se propone realizar una aproximacion
experimental al estudio de la DPA, a partir de la incubacion artificial de huevos de moscas de
importancia forense recolectados en la ciudad de Cipolletti, con el objetivo de analizar diferentes

factores que podrian influir dicho proceso.

! Tiempo transcurrido entre que fallece una personay el momento de su hallazgo (ver mas abajo).
2 Proceso por el cual un grupo de animales regulan su temperatura corporal a partir de la temperatura ambiental.



En ese sentido, el objetivo especifico de este trabajo es:

e Analizar la dispersion de larvas post-alimentarias en relacion con la temperatura, la

iluminacién y la inclinacién del sustrato.

Dada la incapacidad de los insectos de controlar su temperatura corporal y depender
directamente de factores ambientales, proponemos la hipotesis de que las larvas se dispersan de
manera agregada, segun variables abioticas, lo que genera un patron de ubicacion de pupas. A
partir de esto, se predice que las larvas post-alimentarias se dirigen hacia sitios de mayor
temperatura e iluminacién y menor inclinacion del suelo para empupar. Con los resultados
obtenidos, se espera aportar informacidn Gtil para las ciencias forenses que permita mejorar las
estimaciones relacionadas con el IPM en casos de la region Patagonia Norte. Ademas, se espera
que este trabajo sirva como impulso para la produccion de investigaciones entomolégicas en

nuestra region.



I1. Marco Teorico

La entomologia es una ciencia que tiene por objeto el estudio de todos los seres vivos conocidos
como insectos y que pertenecen a la clase Insecta. Su nombre proviene del griego entomos
(insecto) y logos (ciencia), es decir, es el estudio cientifico de los insectos. Tiene sus raices desde
tiempos prehistoricos, principalmente desde la aparicion de la agricultura (el estudio de plagas, la
cria de abejas, etc.). El estudio cientifico tuvo su impulso con la invencion del microscopio en el
siglo XVI (Gullan y Cranston 2014). Durante el siglo XX, el mejoramiento de los equipos de
laboratorio y de campo, las mediciones eléctricas y los diversos sistemas de archivo de datos, fue

de gran ayuda para los crecientes estudios entomoldgicos (Herbert 1982).

La entomologia puede dividirse en dos grandes ramas: la entomologia general, que comprende el
estudio del insecto como un individuo, su fisiologia, etologia y su relacién con el ecosistema; y
la entomologia aplicada, que se dedica al estudio de los insectos de interés para el ser humano,
ya sea, por los productos que proporcionan o por el impacto que ocasionan (Hogue y Hogue
1993). La entomologia aplicada esta conformada por:

e Entomologia agricola (econémica): estudia el impacto que producen los insectos en los
diferentes cultivos o plantas silvestres que el ser humano pueda explotar, con el fin de
desarrollar medidas de prevencion y control. También estudia los insectos que son
beneficiosos (e.g. especies destructivas de las plagas, parasitos y predadores).

e Entomologia médica: estudia aquellos insectos que atacan directa o indirectamente al ser
humano y a sus animales domésticos transmitiéndoles enfermedades o causando
trastornos y molestias.

e Entomologia forense: se dedica al estudio de los artropodos asociados a casos que son
tratados en fueros judiciales. Esta aplicacion, a su vez, puede dividirse en tres areas:
entomologia urbana (e.g. plagas urbanas), entomologia de productos almacenados (e.g.
alimentos, muebles, ropa, libros, etc.), y entomologia médico-legal. Las primeras dos
estan relacionadas mayormente con causas civiles, mientras que la Gltima con causas

penales.



Criminalistica y Entomologia Médico-legal

La criminalistica es la disciplina que aplica los conocimientos, métodos y técnicas de la
investigacion de las ciencias naturales en el examen de los indicios relacionados con un presunto
hecho delictuoso. Este examen permite determinar, en auxilio de los 6rganos encargados de
administrar justicia, la existencia de un delito, reconstruirlo, o bien sefialar y precisar la
intervencion de uno o varios sujetos en el mismo (Moreno 2006). El conjunto de disciplinas
auxiliares que componen a la criminalistica se denominan ciencias forenses. Dentro de éstas, una

de las més relevantes y antiguas es la entomologia médico-legal.

Esta disciplina es de gran ayuda para estimar la época del afio en que ha ocurrido la muerte, el
posible traslado del cuerpo e identificar sustancias tdxicas en el cadaver (entomotoxicologia)
(Gupta y Setia 2004). Dentro del vasto abanico de aplicaciones, una de las mas utilizadas es la

estimacion del IPM.

Intervalo Post Mortem

El tiempo transcurrido entre la muerte de un individuo y el hallazgo del cadaver se denomina
intervalo post mortem. El estudio de evidencias tendientes a estimar el IPM, permite hacer
inferencias sobre la data de muerte (Gonzalez Medina et al. 2011). Esto lo constituye en un

interrogante clave en cualquier investigacion forense que involucre un cadaver.

Las evidencias entomoldgicas son una herramienta muy poderosa para la determinacién del IPM.
Estas proporcionan informacion de precision sobre intervalos de diferentes magnitudes, que
pueden ser periodos de horas, semanas o afios, cuando las caracteristicas morfoldgicas del
cadaver ya no son utilizables por su alto grado de descomposicion (Gennard 2012). Existen dos
métodos para determinar el IPM, que se pueden utilizar en conjunto o por separado, dependiendo
del tipo de restos encontrados. El primero se basa en la estimacion de la edad de las larvas y su
tasa de desarrollo. El segundo, utiliza la sucesion de insectos en la descomposicion de un cadaver
(Camacho 2005). En ambos casos, es fundamental establecer clasificaciones tanto de los estados

de descomposicion del cuerpo como de los diversos seres vivos que se alimentan del mismo.



Clasificaciones utilizadas para la determinacion del IPM
Se han propuesto clasificaciones relacionadas tanto con la sucesion de insectos, como con las

etapas de descomposicion de los cuerpos, Utiles para la aplicacion de esta disciplina.

El sistema de Megnin (1894) clasifica a los artropodos en cuadrillas que interactian con el
cadaver en oleadas, las cuales tienen una relacion directa con los distintos estados de
descomposicion. Como todo sustrato organico, un cadaver va cambiando a lo largo del tiempo,
en parte por accion de los organismos que viven sobre él; asi ofrece un medio favorable a
distintos insectos en las diferentes etapas de la descomposicion (Torrez et al. 2006). Mégnin

considero 8 cuadrillas:

1) Cadaver fresco.

2) Olor cadavérico.

3) Grasas rancias ("fermentacion butirica™).

4) Proteinas en descomposicion (“fermentacién caseica™).
5) Fin de la anterior (“fermentacién amoniacal").

6) Desecacion del cadaver por acaros.

7) Cuerpo momificado.

8) Desaparicion de los restos de oleadas anteriores.

Por otro lado, el sistema de Leclercq (1978), se basa en los gremios® de insectos que se alimentan
sucesivamente del cadaver o que habitan en éste por determinados periodos de tiempo. En este
sentido, si se considera al cadaver como un nicho ecoldgico?, los insectos que se alimentan de él

pueden ser clasificados en:

a) Necrdfagos: se alimentan del cadaver. Las especies dominantes pertenecen al orden
Diptera (Calliphoridae y Sarcophagidae), seguido de especies del orden Coleoptera.

b) Necrofilos: se alimentan de los necr6fagos (predadores y parésitos). Son la segunda
categoria forense mas importante, incluye esencialmente coledpteros (Staphylinidae y

Silphidae), dipteros (Calliphoridae y Stratiomyidae), e himenopteros paréasitos de larvas y

3 Conjuntos de especies con requerimientos ecolégicos similares y por lo tanto ocupan el mismo nicho (Root 1967
Lopez de Casenave y Marone 1996).
4 Posicion relacional de una especie o poblacién en un ecosistema.



d)

puparios de Diptera. Algunas larvas de dipteros se convierten en depredadores en las
Gltimas etapas de su desarrollo, por ejemplo, Chrysomia spp. (Calliphoridae).

Omnivoros: comen tejidos muertos, insectos necrofagos o ambos. Especies tales como
coledpteros, himendpteros, lepiddpteros pueden alimentarse tanto de restos de
descomposicion como de artrépodos asociados. Las poblaciones grandes de estos
insectos pueden retrasar la tasa de eliminacion del cadaver por el agotamiento de
poblaciones de especies necrofagas.

Oportunistas: usan el cadaver como refugio, como una extension de su habitat y parte de
su medio ambiente. Son, por ejemplo, los acaros, arafias y lepiddpteros. Estas especies
pueden ocasionalmente convertirse en depredadores de especies necrofagas (Campobasso
2001).

Un sistema mas moderno fue utilizado por Anderson y VanLaerhoven (1996) en sus trabajos de

campo, empleando Sus scrofa (cerdo doméstico) como modelos experimentales. Estos autores,

pudieron observar 5 estados de descomposicion:

1)
2)

3)
4)
5)

Etapa fresca (fresh), desde la muerte hasta que se hincha el abdomen

Etapa hinchada (bloated), hasta que se deshincha por ruptura de la piel (corresponde a la
etapa enfisematosa en medicina).

Etapa de descomposicion (decay), comienzo del periodo reductivo de las partes blandas.
Etapa de descomposicion avanzada (advanced decay), carne practicamente consumida.

Etapa esquelética o seca (dry), solo quedan huesos y pelo.

Ademas de estos sistemas, el desarrollo de la fauna cadavérica se puede clasificar segun cuatro

periodos, Sarcofagico, Dermesteriano, Silfiano y Acariano, los que agrupan distintos tipos de

especies. Segun Torrez et al. (2006), el periodo sarcofagico es el que presenta mayor interés

médico legal, por ser el mas proximo a la muerte de un individuo (Tabla 1). En este periodo, los

dipteros son los insectos con mayor presencia y agrupa a todas las especies de moscas.



Tabla 1. Periodos en los que se agrupan las especies y su tiempo de duracién.

PERIODO TAXONES TIEMPO
Sarcofégico Dipteros 3 meses
Dermesteriano Colebpteros, Lepidopteros 3-4 meses
Silfiano Dipteros, Coledpteros 4-8 meses
Acariano Acaros 6-12 meses

Nota. Recuperado de Torrez et al. (2006).

Orden Diptera

Agrupa a las especies con mayor importancia forense. Se trata de un orden de insectos que
poseen solo dos alas membranosas. Este orden incluye animales tan conocidos como las moscas
(braquiceros®), mosquitos (nematdceros®), tipulas y los tabanos y muchos otros menos familiares.
Se han descrito casi 160.000 especies (Pape et al. 2011).

Practicamente, la totalidad de dipteros presentan reproduccion de tipo sexual, donde machos y
hembras deben encontrarse para copular. Tras la copula, la hembra debe depositar los huevos en
algun sitio donde estén protegidos de los depredadores y las condiciones climaticas adversas. El
numero de huevos por puesta es extremadamente variable segun la especie, desde 6-8 huevos
hasta varios miles. Una vez depositados los huevos, las larvas tardaran mas o menos tiempo en
eclosionar, dependiendo de la especie y de las condiciones ambientales, pero, por lo general,
saldran al cabo de unas pocas horas o dias (Hjorth-Andersen 2015).

Las larvas viven, cominmente, en hébitats diferentes a los de los adultos y tienden a ocultarse en
el sustrato, ya sea para protegerse de los depredadores, de las inclemencias del tiempo o porque
viven dentro de un huésped (e.g. las especies parasitoides’) o dentro de la propia comida (e.g.

especies necrofagas®, coprofagas®).

En cuanto al aspecto, las larvas son mayoritariamente alargadas y se pueden agrupar en dos tipos

bésicos:

5> Suborden de dipteros de cuerpo grueso, alas anchas y con una reduccion de la segmentacion de las antenas.

6 Suborden de dipteros que se caracterizan por presentar largas antenas filiformes, multissgmentadas,
frecuentemente con muchas sedas en los machos.

" Insectos que durante su estado larvario se alimentan y desarrollan dentro o sobre otro animal invertebrado (Ilamado
hospedero), al cual eventualmente matan.

8 Insectos que se alimentan de cadaveres o carrofia.

® Insectos que se alimentan de excrementos.



a) Con aspecto de gusano con cabeza (capsula cefalica), algunas especies pueden presentar
ademas espinas para agarrarse, ventosas, falsas patas y otros apéendices (mosquitos).

b) Con aspecto de gusanos, pero sin cabeza ni falsas patas (moscas).

Respecto a su distribucion, los dipteros estan en casi todas partes; se pueden encontrar en todos
los hébitats terrestres y dulceacuicolas, y en todos los continentes. Latitudinalmente, se pueden
encontrar desde el extremo norte de Groenlandia hasta las costas de la Antartida, donde son los
anicos insectos de vida libre. Altitudinalmente, desde las mareas bajas hasta las nieves
perpetuas® a 6.200 m en el Everest (Hjorth-Andersen 2015). El Ginico medio que no han podido
conquistar es el marino, aunque se les puede encontrar en todos los tipos de costas (arenosas,
rocosas, acantilados, etc.), asi como en aguas salobres y salinas. Sin embargo, numerosas
especies (e.g. Dolichopodidae) se desarrollan en las algas costeras, enganchadas en las rocas

donde rompen las olas.

Las principales familias de dipteros con importancia forense son Calliphoridae (generalmente las
primeras colonizadoras), Sarcophagidae y Muscidae, las cuales contienen diferentes especies de

moscas (Battan Horenstein et al. 2007) (Figura 1).
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Figura 1. Morfologia externa de dipteros braquiceros.

10 Zonas geograficas con nieve permanente. Se encuentran en las partes mas altas del mundo, como en cordilleras y
picos.



Imagen recuperada y traducida de www.theanimalfiles.com.

Ciclo de vida
Estas especies de moscas ponen huevos en las heridas o areas con secreciones olorosas de los
animales, para que las larvas se alimenten de los tejidos (Torrez et al. 2006). Estas se desarrollan

a través de un proceso de modificaciones fisiologicas y estructurales denominado metamorfosis.

Metamorfosis de Dipteros
En las moscas, la metamorfosis es completal!’ y consta de cuatro estadios bien definidos. El

primer estadio es el huevo, seguido por un periodo larval consistente en tres estadios (I, 11, 111) de
intensa actividad alimenticia, con posterior ingreso a un periodo de inmovilidad (pupa) y, por
altimo, se convierte en adulto (Yusseff Vanegas 2006) (Figura 2). Por lo tanto, el aspecto que

presentan como adulto es muy diferente al del larvario.

g

P &
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Huevos ‘fj—'—):/_
Mosca adulta =)
Ciclo de vida
Larva de Larva de

3€r estadio 1%f estadio \\ :
\\ 4 » "*"‘ ,.

Larva de
29 estadio

Figura 2. Ciclo de vida de dipteros braquiceros.

Imagen recuperada de http://cunicultura.com/2015/03/como-controlar-las-moscas-en-las-granjas-de-conejos

11 Holometabolismo: tipo de desarrollo en el que se suceden las fases de embridn, larva, pupa e imago (adulto).
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Dispersién Post-Alimentaria (DPA)

Una vez que la larva se alimenta hasta completar su ciclo gonotréfico'?, comienza un proceso de
abandono del sustrato conocido como dispersion post-alimentaria (DPA), en el cual la larva
busca un sitio adecuado para la pupacion®. En el caso de no haber obtenido el peso suficiente
para la pupacion, la larva puede buscar nuevos sitios de alimentacion. Esta dispersion expondra a
las larvas a una serie de factores, tanto bioticas (i.e. interacciones intra e interespecificas) como
abidticas, siendo la temperatura y el fotoperiodo los mas importantes (Greenberg 1990; Gomes et
al. 2002, 2005).

Las variables que influyen de manera determinante tanto en la tasa de desarrollo como en la DPA

de los dipteros son:
Factores bidticos:

Fuente de alimento: la composicion de la materia organica y la cantidad disponible,

influirdn tanto en la actividad de las larvas como en sus tasas de desarrollo.

Competencia entre las larvas de diferentes especies por alimento o un sitio para la

pupacion: la etapa larval es el principal periodo en que ocurre la limitacién de recursos
alimentarios y la competencia por estos recursos es generalmente del tipo de explotacion
(Reis et al. 1994), donde cada larva busca ingerir el maximo de alimento posible antes del

completo agotamiento de los recursos (Ullyet 1950).

Presencia de parasitoides: insectos cuyas larvas se alimentan y desarrollan en el interior

(endoparésitos) o en la superficie (ectoparasitos) del cuerpo de otros artropodos.
Factores abioticos:

Agua: las precipitaciones pueden retrasar las fases de la descomposicion cadavérica por el

descenso de la temperatura ambiental o provocar desplazamientos de la masa larvaria

12 Proceso de desarrollo de los huevos.
13 Fase de desarrollo en donde se forma una cubierta ovalada protectora de la que posteriormente emerge la mosca
adulta.
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debido a las corrientes de agua que se forman cuando las mismas son muy fuertes. Pero al
mismo tiempo, con esta lluvia, el cadaver puede rehidratarse, permitiendo una posterior
recolonizacién debida a las modificaciones de sus caracteristicas fisicas y quimicas
(Archer 2003).

Temperatura: los dipteros son insectos capaces de detectar pequefios cambios de
temperatura de aproximadamente ¥2°C (Reiter 1984). Al ser ectotermos, su capacidad de
desarrollo depende directamente de la temperatura ambiental (Marchenko 2001; Abbott
1932). No solo su desarrollo, sino casi todos sus procesos fisioldgicos son dependientes

de esta variante climatoldgica (Ames 2003).

Luz: el fotoperiodo es un factor importante en la naturaleza, debido a que el mismo viene
aparejado de cambios en la temperatura y humedad relativa, lo que finalmente afecta la

actividad de los artrépodos ectotermos.

Humedad: los artropodos no son capaces de mantener su grado de humedad interna
constante, ya que varia en funcion de la temperatura y humedad externa, por lo que la

falta o exceso de humedad afectan directamente su fisiologia.

Compactacion del suelo: influye en la profundidad de enterramiento, en la tasa de

desarrollo y en la distribucion espacial de las larvas (Cammack 2009).

Presencia de drogas: se conoce también como las drogas pueden cambiar el tiempo

requerido para el desarrollo de las larvas, incrementandolo o disminuyéndolo,
dependiendo de su naturaleza y de sus efectos sobre los tejidos larvarios (Goff et al.
1989, 1992; Introna et al. 2001).

Forma en que muri6 el individuo: determinard la mayor o menor accesibilidad de la

entomofauna al cadaver (vestimenta del individuo, cantidad de heridas expuestas, etc.).

Topografia del area geogréafica donde ocurrid la muerte: la complejidad de la dispersion

se ve reforzada por la escala espacial en la que se produce, que puede variar de

centimetros a cientos de kildmetros (Gaines y Bertness 1993; Gomes et al. 2006).

En ambientes exteriores, la ubicacion y las diferentes alturas del terreno influyen directamente

sobre la composicion de especies de las comunidades de insectos necréfagos, debido a que se
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trata de animales ectotermos. Esto requiere de ciertos mecanismos de comportamiento para
aprovechar las fuentes de calor externas que les permitan mantener temperaturas corporales
relativamente estables (Loarte 2015). Esta caracteristica es de suma importancia para la
entomologia forense, ya que leves variaciones en la topografia del terreno y en la ubicacion
geografica, producen la modificacion de todo un conjunto de variables climaticas, que afectaran
el comportamiento y, como consecuencia, la composicion de insectos de importancia forense
(Aballay et al. 2011).

Si bien se conoce la influencia de las variables antes mencionadas en la DPA, la forma en que
actlan en cada ambiente es algo que resta por explorar. Evaluar la dispersion de las larvas
postalimentarias es una tarea de gran relevancia, ya que permite describir el comportamiento
larvario de diferentes especies bajo distintas circunstancias ambientales y ubicaciones

geograficas (Oliva 2001).

En Argentina, como en la mayoria de los paises de América del Sur, la entomologia forense es
una ciencia relativamente joven, ya que comenzé a desarrollarse a principios de la década del
‘90. La produccion de investigaciones especificas sobre el fendmeno de dispersion de larvas es
bastante escasa. Para Patagonia Norte se registra una Unica publicacién de importancia forense,
se trata del estudio realizado por Mariluis y Mulieri (2003) que abarca la distribucion de las
moscas Calliphoridae (Diptera) en la Argentina. Por lo tanto, conocer los distintos factores que
influyen en la DPA de dipteros forenses bajo distintas circunstancias es una tarea que requiere
ser desarrollada a fin de producir un conocimiento idéneo que pueda ser utilizado por los

investigadores judiciales en la resolucién de casos.

Con respecto a la toma de muestras entomoldgicas en una escena del hecho, existen protocolos
de actuacion (Smith 1986; Catts y Haskell 1991; Arnaldos et al 2006; Pasquerault et al. 2006;
Amendt et al. 2007; Penela y Oliva 2016), los cuales hacen hincapié en la toma de datos en
relacion a: el habitat general, las condiciones climaticas del momento, la localizacién del cuerpo
y todo aquello que puede resultar de interés en relacion con el escenario forense. Otro aporte
interesante de estos trabajos es la recomendacion para que las muestras entomologicas recogidas
sean representativas de la composicion cualitativa y cuantitativa de la fauna existente. Sin
embargo, todavia se reconocen falencias en relacion a la escasa e inadecuada observacion de la

escena forense por parte del personal encargado de la prospeccion del escenario, lo que deriva en
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una falta de criterios necesarios para el reconocimiento de las diversas etapas de desarrollo de los
insectos, problemas con las sustancias fijadoras y conservantes utilizadas, inconvenientes en la
recogida y conservacion de ejemplares vivos de larvas y huevos, en el tiempo de remision de la

muestra al laboratorio, en el etiquetado de las muestras, etc.

Sumado a esto, un factor que demor6 la aceptacion de la entomologia forense como ciencia
auxiliar de la Justicia es el desconocimiento de la diversidad de los insectos por parte de los
médicos legistas, quienes, a menudo, han desestimado la posibilidad de sacar conclusiones a
partir del comportamiento de los insectos cadavéricos, por el hecho de que no podian distinguir
entre las diferentes especies. Esto llevd, también, a que se publicaran afirmaciones erréneas por
asignar nombres de especies de manera aleatoria (Oliva 2007).

Por lo tanto, para que los magistrados puedan interpretar las muestras entomoldgicas de una
manera convincente es necesario generar conocimiento a partir de la recoleccion y analisis de
datos a través de ensayos experimentales. Esto permitira fijar y aunar criterios de trabajo a nivel
técnico dentro de la Argentina. Ademas, el relevamiento de datos de dipteros con importancia
forense podra utilizarse en el desarrollo de protocolos de actuacion que eviten errores antes,
durante y después del trabajo de campo, los cuales pueden entorpecer o ralentizar una
investigacion. Por otra parte, se considera crucial generar informacion para la comprension de la

DPA a nivel local.
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I11. Antecedentes

Origenes de la Entomologia Forense

El uso de insectos para la resolucion de casos criminales se remonta al siglo XIIl en China,
donde el abogado e investigador Sung Tzu report6 un caso en el cual un asesino fue condenado
debido a la informacion que brindaron las moscas (Tz’u 1924; 1981). También, existe evidencia
de la actividad de los insectos sobre cadaveres descompuestos en obras artisticas realizadas por

pintores, escultores y poetas del siglo XV en adelante (Benecke 2001).
Siglos XVII1y XIX

Durante las exhumaciones masivas en Francia y Alemania en los siglos XVIII y XIX, los
doctores médico-legales observaron que los cuerpos enterrados son colonizados por artrépodos
de muchas clases. En 1831, el médico francés Orfila observo un gran nimero de exhumaciones y
registro la importancia de los gusanos en la descomposicion de cadaveres (Orfila 1831; Nuorteva
1974).

El primer caso moderno de entomologia forense se le puede adjudicar al médico francés Bergeret
en 1833 (Gupta y Setia 2004), quien utilizo esta disciplina para detectar el intervalo post-mortem
(IPM). El caso se relacionaba con pupas de moscas y larvas de polillas. Se encontré el cadaver
de un nifio en una casa y Bergeret utilizé sus conocimientos sobre una especie de mosca, Musca
carnaria, para determinar el tiempo que el nifio llevaba muerto. Especificamente, él sabia que la
metamorfosis de esta especie duraba un afio y que las hembras ponian huevos en verano con el
cadaver todavia fresco (mes en el que se encontr6 el cadaver). Estos datos fueron utilizados para

calcular que el cuerpo debia haber quedado alli al menos dos afios atras (Bergeret 1833).

En 1879, el presidente de la Sociedad Francesa de Medicina Forense, Brouardel describe el caso
de un recién nacido que fue sometido a la autopsia el 13 de enero 1878 (Brouardel 1879). El
cuerpo momificado estaba habitado por varios artropodos, incluyendo larvas de mariposas y
acaros, lo que condujo a solicitar la asistencia de Perier, profesor del Museo de Historia Natural

de Paris, y del veterinario del ejército Mégnin. Perier inform6 que el cuerpo probablemente se
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secO antes de ser abandonado. La determinacién de los acaros fue dejada a Mégnin mientras que
Perier determino las larvas de mariposa como "chenilles d'aglosses”, es decir, larvas de la familia
Pyralidae. A partir del estado de conservacion del cuerpo y de las larvas encontradas, Perier
declard que el bebé pudo haber nacido y muerto el verano anterior, es decir, alrededor de 6 a 7

meses antes de que el cadaver fuera autopsiado.

En 1881, el médico aleméan Reinhard, informé el primer estudio sisteméatico en entomologia
forense (Porta 1929). Tratando con cuerpos exhumados de Sajonia, recogio principalmente
moscas de Phoridae. También, describié escarabajos en fosas mayores de 15 afios. El trabajo de
Reinhard se utiliz6 como referencia durante mucho tiempo y, en 1928, una extensa cita de su
articulo aparecio en el trabajo del experto en mosca Phoridae, Schmitz (Schmitz 1928) y en otros

articulos cientificos (Karsch 1888).

Otro informe entomoldgico de exhumaciones, el de Franconia, fue expuesto por Hofmann en
1886. Hofmann encontr6 moscas de Phoridae y los identificé como Conicera tibialis Schmitz,

hoy conocida como la "mosca del atatd™ (Hofmann 1886).

En 1886, Pierre Mégnin comenzd a desarrollar su teoria ecoldgica de las oleadas predecibles de
insectos en cadaveres. Trabajo en esta disciplina por al menos un par de décadas y compil6 sus
descubrimientos en el libro titulado La faune des Cadavres en 1894. En éste, ampli6 su antigua
teoria de cuatro oleadas de insectos para cadaveres expuestos al aire libre a ocho oleadas
sucesivas. Para los cadaveres enterrados, informo de sélo dos oleadas. El libro describia las
formas larvarias y adultas de varias familias y sus ilustraciones se enfocaban, principalmente, en
la venacion del ala, los espiraculos posteriores y la anatomia general de los insectos para la
identificacion. Mégnin también describe 19 informes de casos, incluyendo sus propios casos
entre 1879 y 1888. Cit6 sus declaraciones originales hechas en el tribunal de justicia, asi como
las preguntas basicas que le hicieron como perito experto. Sumado a esto, describio las
caracteristicas morfoldgicas de varias clases de insectos que ayudaron en su identificacion

taxonémica. (Mégnin 1894).

Unos afios mas tarde, en 1889, dos médicos alemanes Klingelhoffner (Fraenkel 1933) y Maschka
(Maschka 1881), y un patdlogo forense polaco, Stefan von Horoskiewicz, reportaron el caso de
un bebé muerto que tenia manchas en la cara, posiblemente, hechas por acido sulfurico.

Klingelhoffner, concluyé que los patrones de abrasion tenian que haber sido causados por la
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alimentacion de cucarachas (Roth y Willis 1937). Horoskiewicz enfrent6 un caso similar en 1899
y sus estudios determinaron que los dafios producidos por la alimentacion de las cucarachas se
vuelven visibles cuando la piel se deshidrata. Siguiendo con esta linea, Maschka en Austria
atendio dos casos de nifios muertos que tenian lesiones causadas por hormigas (Benecke 2001).

Siglo XX

Eduard Ritter von Niezabitowski realiz6 experimentos en Polonia, desde mayo de 1899 a
septiembre de 1900, usando fetos humanos abortados y cadaveres de animales (gatos, zorros,
vacas, etc.). Su contribucion a este campo fue la prueba experimental de que los cadaveres
humanos comparten la misma fauna de insectos con cadaveres de animales, ya sean vertebrados

o invertebrados (Niezabitowski 1902).
1920 - 1930

A partir de la década de 1920, finalmente, se publicaron listas de especies y monografias sobre
insectos forenses importantes, centradas en la ecologia, el metabolismo o la anatomia. El control
de plagas y la "terapia de gusanos" fueron de interés creciente durante este periodo, y muchas
contribuciones surgieron de estos campos, creando una fuente cientifica importante para la
interpretacion de evidencia de insectos forenses (Benecke 2001). En 1922, Meixner, profesor del
Instituto de Medicina Juridica de Viena e Innsbruck, informd sobre casos de cuerpos que se
desintegraron rapidamente mientras se guardaban en el s6tano del instituto (Meixner 1922). Esta
rapida desintegracion fue mas dramatica con los cadaveres juveniles. Aparte de las referencias a
Orfila (Orfila 1831) y Mégnin (Mégnin 1887, 1896), Meixner no recopil6 mas datos.

Algunos afios mas tarde, Merkel, profesor del Instituto de Medicina Legal de Munich, amplié las
observaciones de Meixner con informes de casos que demostraron que las circunstancias de la
muerte podrian influir en el curso de la sucesion de insectos. En otro caso, Merkel encontrd el
cuerpo momificado de una persona que murid en su casa, sin que hubiera un solo gusano
presente (Merkel 1925).

En Italia, Bianchini, director del Instituto de Medicina Legal de la Universidad de Bari, escribid
una "contribucion al estudio practico y experimental de la fauna de cadaveres" en 1929
(Bianchini 1929). El informe de caso de Bianchini trata del cadaver de un nifio de cuatro afos

que tenia lesiones secas de la piel en las orejas, los brazos, la zona abdominal y la parte superior
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de los muslos. Los artropodos recogidos del cuerpo incluian acaros, "escorpiones muy
pequefios”, escarabajos pequefios y hormigas. Bianchini concluyé que las lesiones debieron
haber sido causadas por las hormigas de la misma especie encontrada en el cadaver dentro de un
periodo de alrededor 24 horas.

En 1933, Walcher, del Instituto de Medicina Legal de Munich inform¢é el hallazgo de gusanos
entrando en el tejido esponjoso de los huesos largos para llegar a la médula dsea (circunstancias:
suicidio, intervalo post mortem 100 dias afuera). Puesto que el esqueleto estaba intacto, Walcher
sugirio que los animales se arrastraban a través de los foramenes nutricios, pequefias hendiduras
en los huesos que permiten que los vasos sanguineos y los nervios entren en los mismos
(Walcher 1933).

Otro caso fue reportado por Holzer, médico legista del Instituto de Medicina Legal de Innsbruck,
Austria. Este médico investigé el tipo de destruccion causada por las moscas caddis*
alimentandose de cadaveres sumergidos en agua dulce (Holzer 1939). En un caso real de abril de
1937, encontrd que las moscas caddis habian destruido todas las capas de la piel de los muslos
hasta el borde inferior de un par de pantalones cortos, asi como partes mas grandes de la piel
facial. Holzer observé patrones inusuales de destruccion, que no se habian encontrado ni siquiera
en los casos en que las moscas de caddis habian estado realmente presentes en cadaveres. Por lo
tanto, recogié moscas caddis del agua en la que se habia encontrado el cadaver y los puso en tres
acuarios que contenian un feto abortado, una rata y un conejillo de indias, respectivamente. Al
hacerlo, demostré que las moscas caddis eran la causa de las lesiones observadas en el nifio
(Benecke 2001).

1940 - 1960

Durante la década de 1940, sélo una nota de Bequaert (Forbes 1942) parece tratar el uso de
insectos para determinar el intervalo post-mortem. En los afios 50, Caspers del Instituto
Zooldgico y del Museo del Estado de Hamburgo introdujo el uso de las moscas de caddis como

herramienta para la investigacion forense (Caspers 1932).

1960 - 1980

4 Insecto perteneciente al orden Trichoptera, cuyas larvas y pupas son acuaticas.
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Entre los afios 60 y 80, la entomologia forense fue desarrollada principalmente por el médico
belga Leclercq (Leclercq 1969, 1978; Leclercq y Quinet 1949; Leclercq y Brahy 1990), y el
profesor de biologia Nuorteva (Nuorteva et al. 1967, 1974; Nuorteva 1977) con especial atencién
al estudio de casos. En Alemania, el desarrollo de la entomologia forense estuvo a cargo de
médicos con especializacion en medicina forense Reiter y Wollenek (1982, 1983, 1985), Reiter y
Hajek (1984). En los Estados Unidos varios trabajos fueron publicados en este periodo por Catts
(1990), Catts y Goff (1992), Goff (1991, 1993), Goff y Odom (1987), Greenberg y Kunich
(2002), Lord et al. (1986, 1992, 1994, 1998), y Lord y Burger (1983), entre otros.

Historia reciente

El Bur6 Americano de Entomdélogos Forenses, The American Board of Forensic Entomology, fue
creado en 1995. Unos afios mas tarde, en el 2001, Byrd publicé su libro Forensic Entomology,
The Utility of Arthropods in Legal Investigations y una segunda edicién del libro sali6 a la venta
en 2009 (Byrd 2009).

Desde entonces, la investigacion basica y la aplicacion avanzada de la entomologia forense en
los EE. UU., Rusia, Canada, Francia, Japon, Inglaterra, y mas recientemente en la India y
América del Sur han abierto el camino a la investigacion experimental y de campo. En la
actualidad, los investigadores de todo el mundo utilizan la entomologia en investigaciones

criminales, incluidos asesinatos y otros casos de alto perfil.
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América del Sur

Numerosos estudios de entomologia forense han sido realizados en Sur América. Los paises con
mayor desarrollo en relacion a esta disciplina son Brasil, que tiene la mayor presencia
establecida en el campo de la entomologia forense (Oliveira-Costa 2003), seguido por Argentina
y Colombia. Recientemente, otros paises como Chile (Ortloff-Trautmann et al. 2013; Gomes et
al. 2017), Bolivia (Castillo 2013; Castillo et al. 2017), Uruguay (Castro et al. 2016), Venezuela
(Magaia et al. 2006; Nufiez y Salazar 2014), Ecuador (Aguirre y Barragan 2015; Salazar y
Donoso 2015) y Perd (Gines y Alcantara 2013) también han hecho importantes contribuciones a
este campo.

Brasil

En este pais, el marco inicial de la entomologia forense esta asociado al trabajo del médico
legista Oscar Freire. En 1908 present6 a la Sociedad Médica de Bahia la primera coleccién de
insectos necrofagos y los resultados de sus investigaciones, en gran parte obtenidas en estudios
con cadaveres humanos y de pequefios animales. En el mismo afio, Roquette-Pinto publicd un
estudio de caso sobre la base de un cadaver humano (Roquete-Pinto 1908). Estos dos
investigadores también lanzaron las bases de la Entomologia Forense en los trépicos. Se
siguieron a ellos, entre 1911 y 1941, los trabajos de Herman Luderwaldt en 1911, que estudid los
escarabajos de la coleccion del entonces Museo Paulista, actual Museo de Zoologia de la
Universidad de S&o Paulo, y publicé una lista de insectos necréfagos (Museo Paulista 1911).

Freire (1914) publicé Algunas notas para el estudio de la fauna cadaveérica de Bahia, estudiando
un gran namero de dipteros, con buena contribucion al estudio médico legal e hizo importantes
criticas al método propuesto por Mégnin. En 1919, Belfort de Mattos, bajo la direccién de Oscar

Freire, escribio un trabajo sobre los sarcofagidos de San Pablo.

El conjunto de la obra de Oscar Freire sobre la Fauna cadavérica brasilefia fue publicado
postumamente en 1923 en la Revista de Medicina (Freire 1923; Pessda 1941). El rigor cientifico
de las observaciones y criticas de Oscar Freire coincide con la vision actual de que las técnicas
desarrolladas en otros paises no pueden ser directamente aplicadas en Brasil, por las diferencias

en la entomofauna y el clima.
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El libro de Janyra Oliveira-Costa (2003) fue el primero en Brasil en compilar la informacién
disponible en la literatura nacional e internacional, contribuyendo a uniformizar el lenguaje entre
el investigador y el perito criminal. Siguiendo la misma linea, Miranda et al. (2006) publicaron
un manual de recoleccién de muestras de insectos en lugares de crimenes. Aun asi, fueron
publicados en Brasil pocos estudios de casos reales, caracterizando esa interaccion entre la

academia y la policia. (Roberto Pujol Luz et al. 2008)

Brasil es el pais con la mayor biodiversidad del mundo y eso se refleja también en la fauna
asociada a cadaveres. Cada bioma tiene su fauna y condiciones locales propias, 1o que exige el
estudio de las entomofaunas regionales, principalmente dipteros y escarabajos y sus patrones de
sucesion en cadaveres, antes de emitir conclusiones que involucren técnicas de entomologia
forense. Las estimaciones deben evaluarse de acuerdo con los estandares regionales y locales
(Freire 1923). Es debido a esta biodiversidad que Brasil tiene un gran potencial para los estudios
de entomologia forense, ya que abarca un gran territorio con una amplia variacion en la
temperatura, la altitud, los patrones de precipitacion y las densidades de poblacién (Moretti y
Godoy 2013).

Colombia

Aqui los primeros estudios de entomologia forense fueron realizados por Wolff et al. (2001) y
Pérez et al. (2005) en Medellin, en el noroeste del pais. Ensayos con cadaveres de cerdos
proporcionaron una lista completa de los artrépodos atraidos a cada una de las cinco etapas de
desintegracion (fresco, hinchado, descomposicién activa, descomposicion avanzada y restos
secos). Las familias méas abundantes fueron Calliphoridae (Diptera), Muscidae (Diptera),
Fanniidae (Diptera) y Silphidae (Coleoptera). También se realizaron ensayos de sucesion de
insectos a diferentes alturas sobre el nivel del mar (Martinez et al. 2007), para las cinco etapas de
descomposicion utilizadas por Wolff et al. (2001). Los autores reconocieron especies indicadoras
para cada una de las etapas y proporcionaron una tabla de sucesion para los artropodos

necrofagos de la region.
Argentina

En nuestro pais, la entomologia aplicada a las ciencias forenses comenz6 a implementarse hace

poco més de dos deécadas. En el afio 1993, comenzo una colaboracion interdisciplinaria entre el
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equipo del Dr. Julio Ravioli y la Dra. en Ciencias Bioldgicas Adriana Oliva, del Museo
Argentino de Ciencias Naturales. Al principio, las pericias se basaron en bibliografia, sobre todo
en el manual de Smith (1986), pero poco a poco se fueron reuniendo datos locales (Oliva et al.
1995). En el afio 1994 se cred el Laboratorio de Entomologia Forense en el Museo Argentino de
Ciencias Naturales “Bernardino Rivadavia” (Buenos Aires, Argentina). El XX Congreso
internacional de Entomologia (1996 - Florencia, Italia), permitié que cada uno de los grupos
comunicara su trabajo al resto de la comunidad cientifica. Oliva (1997) presentd la primera lista
de insectos de interés forense en la provincia de Buenos Aires y también proporciond datos
biondmicos (estudio de la relacion de un organismo con su ambiente) para algunas especies.
Centeno et al. (2002) estudiaron los patrones de arribo de artropodos en cadaveres de cerdos a lo
largo del afio, también en la Provincia de Buenos Aires; compil6 una lista de verificacion de
artrépodos relacionados con cadaveres; e investigd posibles patrones de sucesion de insectos.
Desde entonces, se han desarrollado estudios sobre entomofauna cadavérica con experimentos de
campo usando cerdo domestico como modelo en diferentes localizaciones del pais (Aballay
2008, 2012 en San Juan; Pefialoza y Oliva 2013 en La Rioja; Mariani et al. 2014 en Buenos
Aires). En particular, para la region Patagonica, los estudios incipientes de Armani et al. (2015)
han aportado informacién sobre artropodofauna cadavérica a partir de modelos experimentales

en el noreste de la provincia del Chubut.

También se han realizado estudios de sucesion de entomofauna cadavérica en relacion con las
estaciones del afio, bajo la condicion de sol y sombra, en las provincias de Buenos Aires,
Cordoba, Mendoza y Salta (Centeno et al. 2002; Battdn Horenstein et al. 2010; Aballay 2012).
Los resultados de estos trabajos tienen aplicacion en las localidades estudiadas. Por otro lado,
Penela y Oliva (2016), publicaron una Guia, Protocolo, Formularios y Cadena de custodia para
la recoleccion, fijacion y conservacion de muestras entomoldgicas para analisis en una
investigacion forense. Recientemente, Aballay et al. (2017), realizaron un estudio sobre la
asociacion y estratificacion de la entomofauna cadavérica a diferentes profundidades en el suelo

como indicadores complementarios en largos intervalos post mortem.

Estos desarrollos incipientes en el pais han aportado informacidn que contribuye al conocimiento
de la entomofauna forense en diferentes regiones. Como se menciond previamente, es

fundamental el desarrollo de investigaciones en distintos ambientes ya que la fauna colonizadora
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del cadaver esta sujeta a factores ambientales que, dentro del territorio argentino, varian
ampliamente. Por lo tanto, a pesar de los esfuerzos de diferentes equipos de investigacion
nacionales, alin permanecen desconocidas las caracteristicas de esta fauna en gran parte de los
ambientes del pais. En este sentido, este trabajo constituye un aporte al conocimiento de la
entomofauna de interés forense, en una region donde la informacién sobre la entomofauna
asociada a cadaveres es alln muy escasa, a través de modelos experimentales que otorguen mayor

precision a las interpretaciones forenses.
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IVV. Materiales y Métodos

La estrategia experimental para el estudio de la DPA en dipteros de importancia forense permite
evaluar el efecto de una serie de factores que varian de manera controlada sobre la o las variables
de interés. Esta aproximacién posibilita la generacion de modelos estadistico, que, a su vez,
pueden ser utilizados para explicar y predecir el comportamiento larval en condiciones naturales.

Con el fin de evaluar la distribucion de pupas, se realizaron ensayos con larvas en fase
dispersiva. Para esto, se recolectaron adultos de especies pertenecientes al Orden Diptera de
interés forense, en la ciudad de Cipolletti, provincia de Rio Negro, Argentina (38° S 68° O). La
recoleccion de muestras se realiz6 durante el periodo de septiembre del 2017 y febrero del 2018,
utilizando trampas con visceras de pollo como cebo para atraer a las hembras de moscas adultas.
Una vez que éstas pusieron huevos, los mismos se recolectaron y se mantuvieron con alimento
(200 g de carne vacuna) a iguales condiciones de temperatura y humedad (Figura 3 y 4). De esta
forma, se aseguro que no hubiera diferencias en el crecimiento de las larvas postalimentarias que

se utilizaron para los ensayos.

Figura 3. Trampa utilizada para capturar hembras y recolectar huevos. A: trampa armada con el pico de la botella
formando un embudo; B: pico recortado de la botella'y C: cebo colocado dentro de la botella.
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Figura 4. Huevos de moscas colocados sobre la fuente de alimento (carne vacuna).

Una vez que las larvas eclosionaron y maduraron hasta la etapa dispersiva, se colocaron los
individuos en el centro de una caja circular rellena con tierra, donde se les permitié dispersarse
libremente, siguiendo el procedimiento descrito por Gomes y VVon Zuben (2007). La disposicion
de una caja circular utilizada por Gomes et al. (2002), proporciona una simulacién mas cercana
de las condiciones naturales a las que se enfrentan las larvas al abandonar su sustrato de

alimentacion en busca de un sitio para la pupacion (Ullyett 1950).

La caja utilizada para realizar cada uno de los ensayos tenia un diametro de 50 cm y estaba
dividida en cuatro cuadrantes (Q1, Q2, Q3, Q4). Para fabricar la base de la caja se utiliz6
poliestireno expandido (telgopor), los laterales y las divisiones internas se realizaron utilizando
laminas de acetato. Finalmente, las cajas se rellenaron utilizando compost natural sin quimicos

agregados, para evitar que variables desconocidas alteren los tratamientos (Figura 5).

. - 50 cm de
didametro

Q3 Q2

Figura 5. Esquema de la caja utilizada en el disefio experimental. Se observa la division en cuadrantes. En el centro
se colocaron las larvas para que se dispersen. Q= cuadrante.
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Con el fin de evaluar el efecto de variables ambientales en la dispersion de larvas, se realizaron
cinco cajas en total; tres cajas con distintos tratamientos y dos de control (A y B), las mismas se

detallan a continuacion:

e lluminacion: se ilumino solo el cuadrante 1 (Q1), quedando los demds cuadrantes con
oscuridad total. Para ello se utilizé un foco LED de luz blanca, con el fin de que el mismo
iluminara el cuadrante de interés sin producir un aumento de la temperatura. Los

cuadrantes restantes se cubrieron totalmente impidiendo el paso de la luz (Figura 6).

Figura 6. Caja con el tratamiento de iluminacién sobre el cuadrante 1.

e Temperatura: se aumento en 5°C la temperatura del Q1. Aqui se utilizé una lampara con
termostato. La misma, fue cubierta con papel aluminio para evitar que la caja fuera
influenciada por la variable iluminacion. La temperatura registrada el dia de la
experimentacion fue de 25°C, por lo que la temperatura de corte establecida para el
termostato fue de 30°C (Figura 7).
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Figura 7. Tratamiento de temperatura. Se observa A) lampara con termostato y B) lampara recubierta con papel

aluminio para evitar el paso de la luz y colocada sobre Q1.

e Inclinacion: se inclind en 20° el cuadrante 1 (Q1). Para esta variable se secciond un
cuadrante de la caja. Luego se le aplicd una inclinacion de 20° con respecto a los demaés

cuadrantes (Figura 8).

Figura 8. Tratamiento Inclinacidn. Se observa el cuadrante 1 con 20° de inclinacion respecto de los demas

cuadrantes.

e Control: la caja en condiciones de luminosidad, temperatura e inclinacion no modificadas
(Figura 9).
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Figura 9. Cajas de control A y B, Sin ningln tratamiento.

Después de una semana de colocadas las larvas (tiempo suficiente para que empupen) se
buscaron pupas en cada uno de los cuatro cuadrantes, siendo la variable respuesta la fraccion de

la caja donde se encontrd cada una.

En cuanto al disefio experimental, algunos trabajos publicados sobre dispersion de larvas
sugieren la utilizacion de cajas con forma de canales (Greenberg 1991; Reigada y Godoy 2005).
Por otra parte, Gomes et al. (2002, 2003) describieron aspectos generales (peso, distancia
recorrida, profundidad de enterramiento) de la dispersion de las larvas utilizando una caja de
forma circular, confirmando los resultados obtenidos en los estudios previos. A diferencia de la
dispersion restringida a dos direcciones permitidas por un canal, una caja circular permite la
dispersion radial desde un sustrato de alimentacién central. Una ventaja adicional es que, aunque
el tamafio de la caja puede influir en las profundidades y distancias recorridas por las larvas, no
tiene ningun efecto sobre los patrones de dispersion larval. En experimentos adicionales se
utilizaron vermiculita y aserrin para evaluar la influencia de la compacidad y densidad del
sustrato sobre la dispersion larval (Gomes et al. 2003). Sin embargo, debido a la aridez
caracteristica de la zona de muestreo, se decidio utilizar un sustrato que mantenga mejor la

humedad y evitar la desecacion de las larvas.
Analisis de los datos

La diferencia en el patron de ubicacion de las pupas entre los cuadrantes, en cada uno de los
tratamientos, fue analizada mediante una prueba de bondad de ajuste X? de Pearson (Plackett
1983) con el programa Statistica (STATISTICA Version 10, 2011). Se asumio como hipotesis
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nula que los datos siguen una distribucion homogeénea, es decir, que las pupas se encuentran por

igual en todos los cuadrantes.
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V. Resultados

En total se obtuvieron 1.290 datos. A continuacion, se detallan los resultados de los
experimentos, separados por tipo de tratamiento, a saber, Control (sin tratamiento), Temperatura,

lluminacién e Inclinacion.

Control

Se recolectaron 243 pupas en la caja A y 527 en la caja B, distribuidas en los cuadrantes del
siguiente modo: en A: Q1, 71; en Q2, 70; en Q3, 50; en Q4, 52. En B: Q1, 131; en Q2, 127; en
Q3, 117; en Q4, 152 (Tabla 2 y 3). Los resultados no arrojaron diferencias significativas entre la
observada y la esperada si la dispersion fuera al azar en los cuadrantes de cada caja, tanto en la

Caja A como en la Caja B (Figura 10 y 11; p=0,0978 y p= 0,1763, respectivamente).

Tabla 2. Cantidad de pupas observadas y esperadas en cada cuadrante de la caja A del Control.

Q Observada Esperada O-E (O-E)**2/E

1 71 60,75 10,25 1,72942387
2 70 60,75 9,25 1,40843621
3 50 60,75 -10,75 1,90226337
4 52 60,75 -8,75 1,26028807
Sum 243 243 0 6,30041152
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40
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Figura 10. Cantidad de pupas en cada cuadrante de la caja A. En azul se observan las frecuencias observadas y en
naranja las esperadas.
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Tabla 3. Cantidad de pupas observadas y esperadas en cada cuadrante de la caja B del Control.

Q Observada  Esperada O-E (O-E)**2/E
1 131 131,75 -0,7500 0,004269
2 127 131,75 -4,7500 0,171252
3 117 131,75 -14,7500 1,651328
4 152 131,75 20,2500 3,112429
Sum 527 527 0,0000 4,939279
300

250
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100
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50
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Figura 11. Cantidad de pupas en cada cuadrante de la Caja B. En azul se observan las frecuencias observadasy en
naranja las esperadas.

Temperatura

Se recolectaron 81 pupas, distribuidas en los cuadrantes del siguiente modo: en Q1, 11; en Q2,
31; en Q3, 26; en Q4, 13 (Tabla 4). Se hallaron diferencias significativas entre las frecuencias
observadas y las esperadas. De la Figura 12 se desprende que las larvas eligieron los cuadrantes

2y 3y evitaron los cuadrantes 1 y 4 (Figura 12; p < 0,002695).
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Tabla 4. Cantidad de pupas observadas y esperadas del tratamiento Temperatura.

Q Observada Esperada O-E (O-E)**2/E

1 11 20,25 -9,25000 4,22531
2 31 20,25 10,75000 5,70679
3 26 20,25 5,75000 1,63272
4 13 20,25 -7,25000 2,59568
Sum 81 81 0,00000 14,16049
60
50
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Figura 12. Cantidad de pupas en cada cuadrante de la Caja. El tratamiento se aplicé sobre el cuadrante 1. En azul se
observan las frecuencias observadas y en naranja las esperadas.

lluminacién

En total, se recolectaron 65 pupas, distribuidas en los cuadrantes del siguiente modo: en Q1, 15;
en Q2, 13; en Q3, 15; en Q4, 22 (Tabla 5). Los resultados obtenidos no mostraron diferencias

significativas entre la distribucion de pupas de los cuadrantes (Figura 13; p < 0,410994).
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Tabla 5. Cantidad de pupas observadas y esperadas del tratamiento lluminacion.

Q Observada Esperada O-E (O-E)**2/E
1 15 16,25 -1,2500  0,096154
2 13 16,25 -3,2500  0,650000
3 15 16,25 -1,2500  0,096154
4 22 16,25 5,7500 2,034615
Sum 65 65 0,0000 2,876923
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Figura 13. Cantidad de pupas en cada cuadrante de la Caja. El tratamiento se aplicé sobre el cuadrante 1. En azul se
observan las frecuencias observadas y en naranja las esperadas.

Inclinacion

Se recolectaron 367 pupas, distribuidas en los cuadrantes del siguiente modo: en Q1, 63; en Q2,

103; en Q3, 101; en Q4, 100 (Tabla 6). Los resultados muestran diferencias significativas entre la

cantidad de pupas observadas en Q1 con respecto a los demas cuadrantes (Figura 14; p =

0,007172).
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Tabla 6. Cantidad de pupas observadas y esperadas del tratamiento Inclinacion.

Q Observada Esperada O-E (O-E)**2/E

1 63 91,75 -28,750 9,00886
2 103 91,75 11,250 1,37943
3 101 91,75 9,250 0,93256
4 100 91,75 8,250 0,74183
Sum 367 367 0,000 12,06267
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Figura 14. Cantidad de pupas en cada cuadrante de la Caja. El tratamiento se aplicé sobre el cuadrante 1. En azul se
observan las frecuencias observadas y en naranja las esperadas.
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V1. Discusion

En base a los resultados obtenidos para las dos cajas de Control, se pudo determinar que, sin
aplicar tratamiento, las larvas se dispersaron de manera azarosa. Es decir, no se encontrd una
direccionalidad marcada de la DPA en relacion a variables que no pudieron controlarse como la
interaccion entre larvas, orientacion en funcion a los puntos cardinales, entre otras. Estudios
previos realizados en condiciones controladas describieron una DPA con alto grado de
agregacion, pero utilizando cajas con forma de canales (Greenberg 1991, Andrade et al. 2002).
Se debe tener en cuenta que este disefio experimental limita la direccion de la dispersion larval.
Por otra parte, en ambientes exteriores, la dispersion de larvas puede estar afectada por multiples
variables. Tessmer y Meek (1996) encontraron que las larvas presentan una dispersion
direccionada, en condiciones no controladas, segun la época del afio y que éstas no
necesariamente se dispersan hacia todos los puntos cardinales. Si bien nuestros resultados
sugieren lo contrario, éstos fueron obtenidos controlando variables en el interior. Es necesario
realizar mas estudios sobre este aspecto para determinar una posible relacién entre la direccion
de dispersion y los distintos puntos cardinales, bajo condiciones exteriores, y en diferentes
épocas del afio, ya que, en la préctica pericial, la recoleccion de larvas se realiza tanto en

condiciones internas como externas.

Con respecto al tratamiento temperatura, los resultados indican una preferencia por aquellos
cuadrantes con menor temperatura. Esta distribucion podria ser consecuencia de un
comportamiento de evitacion por parte de las larvas para prevenir una posible deshidratacion,
debido a que la temperatura de corte establecida para la lampara en el ensayo fue de 30°C.
Siguiendo esta linea, Martin et al. (2014) realizaron un analisis de la influencia de la temperatura
en Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae) bajo condiciones controladas. Los autores
determinaron que a partir de los 30°C el desarrollo se va ralentizando y las larvas no terminan su
desarrollo, muriéndose a varias semanas de iniciar la migracion y deshidratandose por el calor
antes de alcanzar la fase de pupa. Es por ello por lo que estos autores proponen fijar el umbral

méaximo de desarrollo entre los 30 y 35°C.

Debido a la ectotermia de los dipteros, la temperatura es una variable determinante en la DPA,

como también en la distancia y la profundidad de enterramiento de las larvas (Gomes et al.,
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2005, 2006). Gomes et al. (2002, 2003) demostraron algunos aspectos generales de la dispersion
de larvas de Chrysomya megacephala y Chrysomia albiceps. Sus resultados sugieren que las
larvas con la masa corporal mas pequefia tienden a moverse a mayores distancias después de que
se termina el alimento. Estos autores proponen que este comportamiento se debe a la busqueda
de nuevas fuentes de alimentos o de un sitio adecuado para la pupacion. Asi mismo, Grassberger
y Reiter (2003) encontraron que a bajas temperaturas la tasa metabolica puede reducirse
marcadamente lo que podria resultar en un mayor peso corporal y una tendencia a enterrarse mas
profundamente para alejarse de aquellos climas méas frios. De esta forma, nos referimos a una
variable que inevitablemente intervendra en diversos casos forenses, ya sea en entornos cerrados,

semiabiertos o abiertos.

En cuanto al tratamiento iluminacion, los resultados no indican una preferencia marcada de las
larvas por zonas mas o menos iluminadas. EI comportamiento dispersivo de las larvas, en este
caso, pareciera no verse afectado ante un estimulo de luz artificial en condiciones controladas.
Kocarek (2001) investigd la dispersion de larvas postalimentarias de Calliphora vomitoria y
Lucilia caesar, en condiciones naturales y encontrd que éstas se dispersaban exclusivamente por
la noche, minimizando asi las interacciones con depredadores diurnos y crepusculares como
insectos parasitoides, aves insectivoras, mamiferos. Conocer la influencia de esta variable, puede
ser atil al momento de la recoleccion de evidencia en zonas cercanas a un cadaver que posean
diferentes grados de iluminacién (e.g. en lugares cerrados con un ciclo de luz-oscuridad de 0:24

h o en lugares totalmente iluminados con un ciclo luz-oscuridad de 24:0 h).

Por su parte, los resultados del tratamiento inclinacién sugieren que las larvas evitaron el
cuadrante con mayor pendiente. Esto podria interpretarse como una manera de evitar un gasto
energético mayor por parte de las larvas, lo cual seria un beneficio al momento de producirse el
proceso de pupacion. Dado este resultado, esta linea de evidencia puede profundizarse a futuro
mediante la repeticion de este ensayo, utilizando distintos grados de inclinacion con el fin de
abarcar un mayor numero de situaciones que sean posibles de acontecer en la practica real. La
informacidn respecto a la influencia de la inclinacion en el proceso de DPA es escasa. En un caso
forense la posicién de un cadaver estara determinada tanto por la morfologia del terreno como
por las caracteristicas particulares del hecho delictivo. Diferentes tipos de inclinacion en el

terreno influyen de manera determinante tanto en la colonizacion de los diferentes dipteros como



36

en la DPA de las larvas. Por lo que se trata de una variable de suma importancia al momento de

desarrollar protocolos de actuacion.

En cuanto al disefio experimental, como se mostro, la caja con forma circular permite una DPA
menos limitada direccionalmente. En el caso de que pretenda analizar distintas variables, debera
tenerse en cuenta que las cajas experimentales deben disefiarse de tal manera que la variable
tratada solo influya en la zona de interés. Es decir, si se aplica el tratamiento sobre Q1 debemos
evitar que los demas cuadrantes sean influenciados por la variable seleccionada. En este estudio,
solo en la caja tratada con temperatura pudo haberse producido una influencia de la variable mas
alla de Q1. Por lo tanto, sugerimos que futuros estudios que empleen este disefio experimental
para estudiar el efecto de la temperatura, procuren utilizar un aislante térmico. Por otro lado, en
este trabajo se utiliz6 como objeto de estudio una muestra representativa de la comunidad de
dipteros, sin discriminar por especie. Esto permite que los resultados sean un fiel reflejo de la
diversidad real de entomofauna que es encontrada en una escena del hecho, teniendo en cuenta
variables no estudiadas como la interaccion entre especies. Ademas, el personal encargado de
levantar indicios entomoldgicos durante la inspeccion ocular, lo hard de forma tal de obtener
muestras que integren al conjunto de las especies presentes. De todas formas, con el fin de
responder preguntas sobre mecanismos comportamentales y fisiolégicos, es necesario realizar

experimentos que consideren los efectos sobre las especies.
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VII. Conclusion

Este trabajo contribuye al conocimiento de la DPA de dipteros en la zona de Cipolletti. Se trata
de la primera aproximacion entomoldgica experimental en la region, cuyos resultados son
promisorios por lo que se constituyen en un impulso para el desarrollo de futuros estudios en la

Patagonia asociados a este fenémeno.

Los ensayos experimentales detallados en este estudio son facilmente modificables y replicables
de acuerdo con las variables que se quieran analizar. Esta caracteristica abre el abanico de
posibilidades a futuros trabajos entomoldgicos, ya que invita a pensar en nuevas variables de

analisis, como también en modificaciones en cuanto al disefio de las cajas.

El acopio de informacion sobre el proceso de DPA sera de gran ayuda en el desarrollo de
protocolos de actuacion. Los mismos deberan tener en cuenta la mayor cantidad de variables que
pueden intervenir en un hecho delictuoso. Ademas, conocer los patrones de dispersion en
funcion de determinadas variables permitira a los investigadores judiciales disminuir los tiempos
de busqueda y estimar de manera mas precisa las zonas o sectores aledafios a un cadaver donde
se pueden encontrar la mayor cantidad de larvas postalimentarias o pupas. De esta manera, es
posible determinar un IPM mas preciso, que nos acerque mas a la data de la muerte. Este
intervalo puede ser subestimado si solo se levantan larvas sobre el cuerpo o si no se encuentran

pupas o larvas dispersivas por falta de tiempo o por buscar en sitios incorrectos.

Actualmente, los protocolos oficiales para el manejo de la evidencia fisica son escasos. En el
caso de la entomologia forense son insuficientes, al menos desde la practica, es asi que surge la
necesidad de aunar criterios de trabajo a nivel técnico, tanto en Argentina como en el resto de los
paises. El primer paso para lograr este objetivo es la acumulacién de datos respecto a los
artropodos de importancia forense en cada zona donde se quiera aplicar esta disciplina y, en
especial, este trabajo realiza un gran aporte para el desarrollo de la entomologia forense en la

provincia de Rio Negro.
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