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PROBLEMAS A RESOLVER EN LA ESTIMACION
DE LA DATA DE LA MUERTE MEDIANTE
LAS EVIDENCIAS ENTOMOLOGICAS

CONCEPCION MAGANA LOARTE!

Resumen: La estimacion de la data de la muerte en caddveres no recien-
tes, sigue siendo uno de los problemas mas complejos que debe resolver el
patdlogo forense, pues aunque existen multitud de trabajos sobre el tema,
el numero de factores que afectan a la descomposicion de un cuerpo es tan
considerable que resulta imposible el conocimiento y control de todos
ellos.

Uno de los métodos que se utilizan en la datacion de este tipo de cada-
veres es el estudio de los insectos asociados al cuerpo, asi, como su tiempo
de actividad en el cadaver.

Los problemas que surgen a la hora de realizar el estudio de las eviden-
cias entomolégicas nos ponen de manifiesto la necesidad de que la recogi-
da de los datos necesarios para dicho estudio se lleve a cabo de una forma
rigurosa y protocolizada.

Palabras clave: Entomologia forense, Data de la muerte, recogida mues-
tras, temperatura, procesos cadavéricos.

Abstract: Estimating the time of death in decomposed corpses is still one
of the most complex problems to be solved by a forensic pathologist. Although
there are many works on this subject, the number of factors affecting the
decomposition of a body is so significant that it is impossible the knowledge
and control of them all.One of the methods used to date such bodies is the
study of insects associated to the corpse, as well as its developing time on the
body. More problems arise during the study of entomological evidence and
highlight the need of complete collection of data needed for the study that
should be carried under a rigorous and protocolized ways.

' Laboratorio de Antropologia, Instituto Anatomico Forense, Severo Ochoa s/n, 28040

Madrid.
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Key words: Forensic Entomology, Time of death, sample collection, ca-
daveric process.

1. INTRODUCCION

La datacion de la muerte es el conjunto de observaciones y técnicas que
permiten senalar dos momentos entre los que con mayor probabilidad se
ha producido la muerte. Salvo la observacion directa, no existen en la ac-
tualidad métodos que aislados o en conjunto permitan establecer con cer-
teza y exactitud dicho momento (VERDU, 2003-2004).

La estimacion de la data de la muerte, sigue siendo uno de los temas
mas complejos de la medicina legal, y los métodos utilizados para su estima-
cién van a depender del tipo de cadaver que tengamos en estudio.

En los caddveres recientes, en los cuales no se aprecia ningin signo de
putrefaccion, la data puede ser estimada por la observacién de la evolucion
de fenoémenos cadavéricos tales como:

Enfriamiento del caddver: en términos generales, el enfriamiento cadavéri-
co transcurre de forma gradual, disminuyendo la temperatura de modo
progresivo hasta igualarse con el medio ambiente; comienza aproximada-
mente hacia las dos horas del fallecimiento, igualandose a la temperatura
ambiente entre las 10-12 horas después de la muerte. La curva de disper-
sién térmica menciona un primer periodo de tres o cuatro horas, donde la
temperatura disminuye medio grado por hora. El segundo periodo se pre-
senta entre las 6 a las 10 horas donde disminuye un grado centigrado por
hora. Durante el tercer periodo disminuye de tres cuartos a medio grado
centigrado por hora hasta nivelarse con la temperatura ambiente. Este en-
friamiento cadavérico se encuentra condicionado por diversos factores
como: la causa de la muerte, edad, estado nutricional, el peso y factores
ambientales.

Livideces: aparecen como una tincion de la piel, mas o menos intensa y
extensa, de color rojo violado que son debidas a la sedimentacion gravita-
cional de la sangre una vez que la circulacién ha cesado. Como regla gene-
ral, las livideces se localizan en las regiones declives del cuerpo, indicando
asi la posicién en la que ha permanecido el cadaver.

Rigidez: es la consecuencia de los cambios fisico-quimicos irreversibles y
complejos que se producen en las proteinas del musculo después de la
muerte, apareciendo primero en los musculos de fibra lisa, miocardio y
diafragma, que se inicia ordinariamente 2 horas después de la muerte, sien-
do algo mas tardia en los musculos estriados esqueléticos, que suele iniciar-
se hacia las 3 horas después de la muerte, comenzando de ordinario en los
musculos de la mandibula y orbiculares de los parpados; después afecta la
cara y pasa al cuello, invadiendo sucesivamente el térax, tronco, brazos y
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Problemas a resolver en la estimacion de la data de la muerte mediante las evidencias entomologicas

Figura 1. Livideces.

por ultimo las piernas. No obstante, este orden puede variar dependiendo
de la posicion del cadaver (GisBerT, 2004).

Otros métodos para establecer la data son el estudio de diferentes mar-
cadores entre los que se encuentran: el liquido pericardio, la endolinfa, el
humor vitreo, etc. Todos estos datos nos pueden proporcionar una estima-
cién de la data que puede ser mds o menos fiable en las primeras 72 horas,
dado que a partir de este momento, las dificultades se incrementan expo-
nencialmente debiendo recurrir a diferentes métodos complementarios,
recurriendo a estudios como el estudio de la impedancia abdominal (QUE-
RIDO Y PHILLIPS, 2001) o el estudio de la bioluminiscencia del ATP micro-
biano (L1U et al., 2009).

Con respecto a los caddveres no recientes, donde los fenémenos de pu-
trefaccion ya son evidentes, la estimacion del intervalo postmorten se com-
plica ain mas; ademas del estudio de los cambios sufridos por el cadaver,
tenemos que recurrir a estudios complementarios como pueden ser la fau-
na cadavérica, el deterioro de los objetos asociados al cadaver, que pueden
ayudarnos a acotar este intervalo postmortem.

Todos los caddveres van a pasar por un proceso de descomposicion que
comienza con el cuerpo fresco y pasa por una serie de etapas hasta la esque-
letizacién completa. Los estudios sobre la descomposicion fisica se enfocan
en los cambios postmortem como la decoloracién de la piel, la hinchazén
de las cavidades corporales, y el tiempo hasta que ocurren dichos fenéme-
nos. Aunque el proceso de la descomposicion es continuo, se establecen
etapas caracterizadas por alteraciones identificables visualmente. Asi, en la
mayoria de los estudios sobre la descomposicion de los cuerpos nos encon-
traremos los siguientes periodos:

1. Periodo cromdtico. Es el primer signo objetivo de la putrefacciéon que
se caracteriza por la decoloracién verde de la piel, dicha decoloracién sue-
le comenzar en la fosa iliaca derecha y se va extendiendo por todo el cuer-
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po, este cambio de color, es debido a que la hemoglobina es descompuesta
por bacterias del género Clostridiumy del grupo coliforme en compuestos
azufrados, estos compuestos al ser de color verde, van tinendo progresiva-
mente la piel.

Figura 2. Caddver en estado cromatico.

2. Periodo enfisematoso. La accion de las bacterias productoras de gases
hace que el cadaver se abombe y desfigure. Esta infiltracién gaseosa invade
todo el tejido celular subcutaneo.

Otro fenémeno igualmente caracteristico, es que la red venosa superfi-
cial se hace muy aparente en todas las regiones corporales, debido a que la
sangre es empujada hacia la periferia por la circulaciéon postmortem que se
origina, de un lado por la contraccién del ventriculo izquierdo, y de otro
por la presion que los gases putrefactivos ejercen desde las cavidades esplac-
nicas.

Figura 3. Caddver en estado enfisematoso.
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3. Periodo colicuativo. En esta fase, la epidermis se despega de la dermis
formandose ampollas, de dimensiones variables llenas de un liquido de
color pardo oscuro. La epidermis se desprende de la dermis con mucha
facilidad apareciendo lo que se llama piel deslizante. Por otra parte la salida
de los gases hace que el cuerpo pierda el aspecto macrosémico del estado
anterior. Todos los 6rganos se encuentran reblandecidos dejando escapar
un liquido de aspecto seroso.

Figura 5. Cadaveres en estado colicuativo.

4. Periodo de reduccion esquelética. Paulatinamente, durante este periodo,
todas las partes blandas van desapareciendo a través de su licuefaccion y
transformacion en putrilago, quedando solo los tejidos mas resistentes que
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suele ser el tejido fibroso, ligamentos y cartilagos, por lo cual el esqueleto
suele permanecer unido hasta muy avanzado dicho periodo (GisBerT Ca-
LABUIG, 2004).

Figura 6. Cadaver en fase de Reduccion esquelética.

Desafortunadamente, existen multiples factores que influyen en la tasa
de pérdida de tejidos, como la temperatura, la humedad y la accesibilidad
al cadaver. Lo que hace que los estudios realizados en determinadas condi-
ciones no sean extrapolables y cada caso sea distinto, obligdndonos a co-
menzar de cero.

Considerando todos estos factores, la tarea de la estimacién del tiempo
transcurrido desde la muerte incluye mucha variabilidad e imprevistos que
hace que sea preciso como ya he mencionado anteriormente, recurrir a
pruebas complementarias y al estudio de muestras biol6gicas como es la
datacién por evidencias entomolégicas.

¢Por qué es importante establecer una data correcta?
- Se pueden centrar las investigaciones policiales
- Se puede aceptar o descartar una coartada

- Se derivan consecuencias econémicas relativas a los testamentos y
algunas relaciones comerciales

- Puede afectar al reconocimiento juridico de una paternidad péstuma

Una vez establecida la importancia de la determinacién de la data de la
muerte, y lo complejo de su estimacion, vamos a ver con que herramientas
contamos en los cadaveres en los que han comenzado los fenémenos tar-
dios de descomposicion, es decir la putrefacciéon propiamente dicha.
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Una de las pruebas indirectas mas utilizada, es el estudio de la fauna
cadavérica, se llama indirecta, dado que lo que estudiamos es el tiempo de
actividad de los insectos en el cadaver, y no el cadaver propiamente dicho.

Para una correcta estimacion de la actividad de los insectos en el cada-
ver, es necesaria una informacion, para la obtencion de la cual, es impres-
cindible, la colaboracion de las personas que asisten al levantamiento:

Lugarde los hechos
» Recogida de muestras a tres niveles Llegada al Instituto

Durante la necropsia

Intemperie
¥ Datos sobre el lugarde los hechos Domicilio
Temperaturaambiente

Otros

Causa de muerte

» Datos del cadaver Situaciondel cuerpo

Estado de descomposicion

Figura 7. Informacién necesaria para el correcto procesamiento de un caso.

- Empecemos por la recogida de muestras en el lugar de los hechos. Lo
primero que deberiamos establecer, es qué tipo de muestras se consideran
las evidencias entomoloégicas, es evidente que se trata de muestras biologi-
cas, y también es evidente que su analisis puede contribuir al esclarecimien-
to de los hechos, concretamente cuando y en algunos casos donde se pro-
dujo el fallecimiento. Si acudimos a la nueva Ley de Enjuiciamiento Crimi-
nal, nos encontramos lo siguiente.

Segun el articulo 326 del Capitulo I del Titulo V de la Ley de Enjuicia-
miento Criminal «Cuando se pusiera de manifiesto la existencia de huellas o vesti-
gios cuyo analisis biologico pudiera contribuir al esclarecimiento del hecho investiga-
do, el Juez de Instruccion adoptard w ordenara a la Policia Judicial o al médico foren-
se que adopte las medidas necesarias para que la recogida, custodia y examen de
aquellas muestras se verifique en condiciones que garanticen su aulenticidad, sin
perjuicio de lo establecido en el articulo 282.» (MONTERO, 2004)

Queda claro que es el Juez de Instruccién el que ordenara que se reco-
jan las muestras necesarias para el esclarecimiento de los hechos, y también
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es indiscutible que la toma de dichas muestras la pueden realizar tanto la
Policia Cientifica como el médico forense. Aqui es donde surge el proble-
ma, el médico forense necesita establecer la data de la muerte como parte
importante del informe pericial, por lo cual de una u otra forma el informe
de la data debe llegar a él, por lo tanto, y en el caso que la recogida de las
muestras en el lugar de los hechos sea realizada por la Policia Cientifica, y
la recogida en el Instituto la lleve a cabo la persona encargada de realizar los
informes de entomologia en dicho centro, parece obvio que deberia existir
una colaboracién entre los laboratorios con el fin de realizar un informe
completo y fidedigno de la data de la muerte.

En cualquier caso, a la hora de recoger las muestras en el lugar de los
hechos se deben tener en cuenta circunstancias que pueden afectar a que
esta recogida no se realice de la forma adecuada. La mas importante es te-
ner en cuenta que las larvas una vez terminado su estadio de larva III, antes
de pupar se alejan del alimento (cadaver) para poder limpiar el intestino de
todos los restos de alimento, y para ello recorren un espacio que en cada
especie puede ser distinto; esto hace que en ocasiones las larvas pupen en
lugares no visibles por el examinador y puedan no ser recogidas, lo que
implicaria una reduccién en la estimacion del tiempo que lleva esta especie
en el cadaver; por lo tanto, es importante cerciorarse de que se han recogi-
do todas las evidencias entomoldgicas en el lugar de los hechos tanto si es
en el interior de un edificio como si el cadaver ha estado a la intemperie.

De cualquier forma, siempre debemos asegurarnos que el estado de des-
composicion del cadaver y la fase en la que se encuentran los insectos pre-
sentes son coherentes; es decir, que el tiempo de actividad de los insectos y
las especies presentes, son los adecuados teniendo en cuenta el grado de
descomposicion del cadaver. Para lo cual parece recomendable que en el
levantamiento estuviese presente alguien que realizase la recogida de mues-
tras siguiendo un determinado protocolo. De esto ya hablare mds adelante.

Una vez el cadaver llega al Instituto Anatémico Forense o Instituto de
Medicina Legal, es decir, al centro donde vaya a encontrarse el cadaver has-
ta el momento de la necropsia, deberia hacerse una segunda recogida,
puesto que a partir de ese momento el cadaver puede permanecer en cama-
ras, lo que paralizaria en parte el desarrollo de las especies, o en ocasiones
puede permanecer a temperatura ambiente con lo cual los insectos segui-
rian su desarrollo.

Esta segunda recogida no siempre se realiza, puesto que muchos cadave-
res llegan al centro durante la noche y las muestras no se recogen hasta la
manana siguiente; en este caso hay que tener en cuenta dénde se ha encon-
trado el cuerpo y cuanto tiempo ha pasado desde el momento del hallazgo.

Durante la necropsia siempre es importante que el entomélogo esté pre-
sente, pues por lo general ademas de hallar mas ejemplares que no puedes
ver hasta que se abre el cuerpo, el estudio de los 6rganos nos proporciona
mucha informacién sobre el tiempo que puede llevar la persona fallecida,
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sobre todo en los casos en los que los insectos no han tenido acceso al cuer-
po en las primeras horas.

- Los datos sobre el lugar de los hechos son recogidos por el médico
forense que realiza el levantamiento, por lo tanto, es él quien nos va a in-
formar de las circunstancias en las que fue hallado el cuerpo. En este punto
seria de gran importancia que el médico forense tomase la temperatura
ambiente del lugar de los hechos, asi como la de la masa larvaria si la hu-
biera, pues nos serviria para poder estimar la diferencia entre esta tempe-
ratura y la proporcionada por la estacién meteorolégica mas cercana. En
todos los estudios sobre dataciéon por entomologia se recomienda no solo
tomar la temperatura ambiente en el momento del levantamiento, sino que
seria preciso tomar la temperatura en dicho lugar durante los cinco dias
siguientes al hallazgo. Quiero suponer que en casos concretos en los cuales
de la estimacion exacta del intervalo postmortem dependa la culpabilidad
o inocencia de una persona no se pondria ningun tipo de pega por parte
del juez en que se llevase a cabo dicho estudio, pero en los casos en los que
no existe ningun tipo de violencia y se considera una muerte natural, en la
mayoria de los casos, los trastornos causados a la familia serian mayores que
el establecimiento exacto del momento de la muerte.

- El siguiente punto, datos sobre el cadaver, causa de muerte, situaciéon
del cadaver y estado de descomposicion, los dos primeros puntos nos los
comunica el médico forense y el tercero es estimado por nosotros median-
te el examen externo del cuerpo.

Una vez obtenida toda la informacién anterior, pasamos al procesado y
estudio de las muestras recogidas del cadaver.

2. ENTOMOLOGIA FORENSE

La entomologia forense se responsabiliza de la identificacion de la espe-
cie o especies de artropodos asociados al cadaver y de su estado de desarrollo.

- El procesado de las muestras en el laboratorio, es un punto de extrema
importancia pues de él va a depender el poder realizar un informe fiable.

La identificacién de las especies, asi, como su estado de desarrollo, la
podemos realizar de varias formas, dependiendo del tipo de muestras que
recojamos del caddver y de nuestros conocimientos de entomologia; si las
muestras son inmaduros de dipteros su estadio de desarrollo lo identifica-
remos mediante los espiraculos posteriores en los que podremos ver si se
trata de una larva en estadio I, II, o III, en este dltimo podemos encontrar-
nos con la duda de si ya ha pasado a larva migratoria, por lo que lo mds
correcto seria que continuara su ciclo y ver el tiempo que tarda en pupar.
La identificacion de la especie en la mayoria de los casos se podra realizar,
mediante las claves para inmaduros que existen ya para la mayoria de las
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Identificacion de especie o especiesy de
su estado de desarrollo

» Procesado de las muestras Conservacion de parte de las muestras

Cria del resto de la muestra

» Estudio ciclo de vital de la especie o especies a la temperatura adecuada
» Establecimientode la posible data mediante el tiempo de actividad de los insectos
presentes en el cadaver

¥ Redaccion del informe

Figura 8. Procedimiento a seguir durante una investigacion forense.

especies que colonizan los caddveres en las distintas regiones de Espana
(VELASQUEZ et al., 2010), en caso de que no sea posible se dejard que com-
pleten el ciclo y se identificardn los adultos.

Si las muestras son pupas, aunque también existen claves para algunas
especies (AMORIN & RIBEIRO, 2001; SURONTASON et al., 2007) 1o mas conve-
niente es esperar a que eclosionen e identificar los adultos.

En el caso de que entre las muestras existan cole6pteros, normalmente
vamos a encontrar dos familias, Dermestidae y/o Cleridae, faciles de iden-
tificar tanto unos como otros, dado que el nimero de especies es bastante
acotado y existen claves para la determinacion de dichas especies (Diaz et
al., 2008; PRATT & ScoTT, 2006).

La conservacion de una parte de las muestras es importante que se rea-
lice, pues es imprescindible que siempre contemos con muestras en el esta-
do en que se hallaban en el momento del hallazgo.

Cria del resto de la muestra, con respecto a este punto nos encontramos
con el mismo problema que en la mayoria de los temas anteriores, y es a qué
temperatura las criamos; en el caso de que el cuerpo se hallase a la intempe-
rie, buscariamos la estacion meteorolégica mas cercana al lugar del hallazgo
y estimariamos si es factible utilizar las temperaturas dadas por dicha estaciéon
para el lugar de los hechos o seria necesario hallar un factor de correccion
para dichas temperaturas. En los casos en los que no exista una estaciéon lo
suficientemente cerca deberiamos recurrir a poner en el lugar del hallazgo
un data-logguer y recoger las temperaturas de dicho lugar para poderlas
comparar con la estacién mas cercana, y ver si es posible, una estimacion
aproximada de la temperatura en los dias anteriores al hallazgo.

En los caddveres que son hallados en domicilio, aunque las temperatu-
ras suelen ser mas constantes, seria de gran utilidad que el médico forense
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tomara la temperatura ambiente ademas de la del cadaver, pues esto nos
darfa una idea sobre la diferencia entre la temperatura de la calle y la del
interior del domicilio.

ESTUDIO DEL CICLO VITAL DE LA ESPECIE O ESPECIES

Dado que la mayoria de las especies que colonizan los caddveres en
nuestro entorno son especies cosmopolitas, suele existir literatura suficien-
te como para conocer su ciclo vital a diferentes temperaturas, no obstante,
si no fuese asi debemos criar la especie a la temperatura en estudio, antes
de determinar la data de la muerte.

Establecimiento de la data mediante el tiempo de actividad de los insec-
tos presentes en el cadaver.

Dado que cuando llegamos a este punto ya debemos conocer la tempe-
ratura a la que se ha hallado el cadaver y, por supuesto, a la que hemos
criado las muestras, debemos estimar mediante los diferentes métodos, y
dependiendo de que el cadaver proceda de la intemperie o de un domici-
lio, el tiempo minimo que necesita la especie en estudio para alcanzar el
estadio en que se encontraban los ejemplares al ser hallado el cuerpo, y
conforme a ello, estimar un rango posible de tiempo en el que se haya po-
dido producir el fallecimiento.

En los cadaveres hallados a la intemperie, puesto que la temperatura es
fluctuante, lo correcto seria trabajar con las temperaturas maximas y mini-
mas para calcular la acumulacién de grados hora (dia) en el lugar de los
hechos.

En los cuerpos descubiertos en interior, donde la temperatura no es
fluctuante, podemos utilizar la relacién que existe entre la longitud de la
larva y el tiempo que ha pasado desde el momento de la eclosion. Los gra-
ficos son producidos bajo condiciones controladas en laboratorio. Estos
graficos son llamados diagramas isomegalos que han sido calculados para
Lucilia sericata (MEIGEN, 1826), Protophormia terranovae (ROBINEAU-DESVOI-
DY) y Calliphora vicina (ROBINEAU-DESVOIDY), (Diaz MARTIN et al., 2014),
GRASSBERGER & REITER, 2001, 2002, REITER, 1984).

Otro tipo de graficos son los diagramas isomorfos que estan basados en el
tiempo que tarda una determinada especie en pasar de un estadio al si-
guiente, a diferentes temperaturas, y han sido realizados para las mismas
especies que los anteriores.

¢Qué datos generales debemos conocer de los insectos que colonizan
los cadaveres?

e Son poiquilotermos, es decir su temperatura depende de la tempera-
tura del medio.

e Son holometabolos o de desarrollo completo, pasan por una serie de
cambios morfolégicos desde que eclosionan del huevo hasta adultos.
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e Su crecimiento y metamorfosis esta regulado por hormonas.

Entre los diferentes métodos que utilizan los animales para estabilizar su
temperatura estan la ectotermia y la endotermia.

La ectotermia, es el proceso por el cual un grupo de animales regulan
su temperatura a partir de la temperatura ambiental. La ectotermia conlle-
va ciertas pautas de comportamiento para aprovechar las fuentes de calor
externas que pueden derivar en temperaturas corporales relativamente es-
tables, siendo ademas un sistema de regulacion del ritmo metabélico.

Por otro lado, los endotermos generan calor a partir de la energia qui-
mica contenida en los alimentos, por lo que tienen que alimentarse a diario
incluso varias veces al dia, por el contrario los ectotermos no tienen que
alimentarse a diario, incluso pueden pasar meses sin hacerlo.

Dentro de los animales que se clasifican como ectotermos, se diferen-
cian en primer lugar en dos tipos de estrategias conductuales que no son
mutuamente excluyentes, pudiendo un animal seguir una u otra depen-
diendo de su sistema de vida:

Conformistas o poiquilotermos, cuya temperatura corporal fluctia en
conjunto con la ambiental

Reguladores u homeotermos, su temperatura corporal es relativamente
estable y se encuentra sobre o bajo la temperatura ambiente.

Tanto los dipteros necréfagos como los coledpteros necréfagos se en-
cuentran entre los poiquilotermos, por lo que su temperatura fluctiia con
la temperatura ambiente y su desarrollo se vera afectado por dicha fluctua-
cién, tanto para acortar el tiempo como para alargarlo. Cada especie tiene
una temperatura 6ptima a la cual el tiempo de desarrollo es el minimo, una
temperatura umbral por debajo de la cual no se desarrolla y una tempera-
tura maxima por encima de la cual muere. Por lo tanto entre la temperatu-
ra umbral y la maxima hay un rango de temperaturas a las cuales la especie
se desarrolla en un mayor o menor tiempo.

Un factor importante y de gran ayuda para nuestro propésito, es su de-
sarrollo holometabolo, el conocer perfectamente el desarrollo de cada es-
pecie va a ser imprescindible a la hora de establecer con una simple lupa
en qué estadio se encuentran las especies en el momento del hallazgo, y por
lo tanto establecer un tiempo minimo durante el cual se han hallado dichas
especies en el cadaver.

Durante el desarrollo de los insectos podemos separar dos procesos,
gobernados por una serie de sustancias hormonales. El primero de ellos, es
el crecimiento en tamano del insecto, es decir, la muda.

Las células neurosecretoras de una parte del cerebro son las que secre-
tan la hormona denominada ecdisotropina o HPTT (hormona protoracico-
tropica) en funcién de diversos estimulos medioambientales tales como
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intensidad de luz, fotoperiodo, temperatura, disponibilidad de alimento, y
tamano poblacional.

Esta hormona se almacena en los cuerpos cardiacos, pasando a través de
los nervios que los unen al cerebro. De los cuerpos cardiacos se vierte direc-
tamente a la hemolinfa que la trasporta a las glandulas protoracicas estimu-
lando en ellas Ia produccién de la hormona de la muda o ecdisoma.

La ecdisona es activada a la forma 20-hidroxiecdisona, que es la que final-
mente desencadena todo el proceso de la muda en las células epidérmicas.

En la muda se distinguen dos momentos clave: el primero es la apolisis,
en el que se separa la vieja cuticula de la epidermis, dejando un espacio
entre ellas que serd rellenado por un fluido segregado por las células epi-
dérmicas, llamado fluido de mudas. En este momento se empieza a formar
la nueva cuticula, empezando por la deposicién de la epicuticula sobre las
células de la epidermis. La deposiciéon de la nueva procuticula la realiza la
epidermis aprovechando los componentes de la antigua endocuticula, que
son disueltos por el fluido de mudas. Este fluido de mudas esta compuesto
por proteasas y quitinasas. El segundo momento clave en la muda se produ-
ce en el momento en que la procuticula estd muy avanzada; se produce
entonces la rotura por unas zonas especificas de lo que queda de la vieja
cuticulaylalarva en un nuevo estadio sale al exterior. A la rotura se le llama
ecdisis y al resto de cuticula abandonada exuvia.

El segundo proceso, seria el cambio que debe sufrir todo insecto inma-
duro para formar el insecto adulto. En este proceso interviene la hormona
juvenil (HJ). Dicha hormona es producida en los cuerpos alados. La canti-
dad de hormona juvenil que se encuentra en la hemolinfa del insecto en
cada fase del desarrollo esta regulada por diversos factores neurohormona-
les producidos en el cerebro o en el ganglio subesofdgico. Durante la fase
inmadura los niveles en hemolinfa de la HJ son elevados, lo que estd rela-
cionado con el mantenimiento de los caracteres inmaduros o juveniles en
el insecto. En los insectos de desarrollo hemimetabolo, la concentracion de
HJ en la hemolinfa disminuye de forma gradual con cada muda, lo que
implica que van apareciendo las caracteristicas definitivas del adulto de
forma gradual, y en la Gltima muda baja bruscamente su concentracién
apareciendo el adulto. En los insectos holometdbolos, la concentracién de
la HJ es constante en cada muda en las fases inmaduras, disminuye mucho
en el ultimo estadio larvario, apareciendo entonces el estado de pupa, y
desaparece completamente durante el estadio de pupa, permitiendo sélo
entonces la aparicion de los caracteres de adulto (ZAMORA et al., 2008).

Estas hormonas estin implicadas en otros procesos de la fisiologia del
insecto. Asi, la ecdisoma actia directamente en la ruptura de la diapausa de
larvas y pupas, y en la diferenciacién de tejidos imaginales en la fase de
pupa, aunque una vez que surge el insecto adulto las glandulas protoracicas
degeneran y deja de producirse la ecdisoma. Por su parte, la HJ una vez que
ha aparecido el adulto, reanuda su secrecién en los cuerpos alados, intervi-
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Figura 9. Esquema clasico del control endocrino de la metamorfosis en un insecto.

ATT, alatropina; HPTT, hormona protoracicotrépica; cc, cuerpos cardiacos; ca,

cuerpos alados; HJ, hormona juvenil; HM, hormona de muda; GP, glandula
protoracica (LINAN, 1998), (Reformado de ZAMORA et al., 2008).

niendo en la deposicioén de reservas en el huevo, en la produccién de cier-
tas glandulas sexuales accesorias del macho y la hembra, en la regulacion
de la diapausa, y en otras funciones o procesos del insecto (ZAMORA et al.,
2008).

El estudio y conocimiento de los diferentes pasos tanto del desarrollo
como de su caracter hormonal es de vital importancia, y nos proporciona
un camino para futuros estudios, en los cuales, podriamos relacionar la
cantidad de hormonas acumuladas en la hemolinfa con el proceso de muda
y poder estimar cudnto tiempo lleva la larva en cada estadio.

Existen multiples estudios sobre el control hormonal de la metamorfosis
y ultimamente, sobre la expresion génica durante el desarrollo larval (Ta-
RONE & FORAN, 2011, BOEHME et al., 2013; BOEHME et al., 2014), que tam-
bién pueden abrir un camino para la determinacién de la edad larvaria asi
como de la pupa.

Como podemos apreciar en lo anteriormente expuesto, el conocimien-
to de la biologia de los insectos que colonizan los cadaveres, asi, como la
multitud de factores que afectan a su desarrollo es imprescindible a la hora
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de poder determinar con absoluta certeza el tiempo de actividad de dichos
insectos en el cadaver colonizado.

Como ya he mencionado anteriormente, seria de gran ayuda para el
entomologo encargado del estudio que en la recogida de muestras durante
el levantamiento, se siguiera un protocolo de recogida, de los que existen
ya publicados como (AMENDT et al., 2007; ARNALDOS et al., 2006; GIL et al.,
2014; MAGANA & PrIETO, 2009).

3. CASOS FORENSES

Dado que un ejemplo vale mds que mil palabras expongo dos casos de
data por evidencias entomologicas, uno de cadaver hallado en domicilio y
otro en intemperie.

Ejemplo 1. Cadaver de mujer hallada en su domicilio el dia 31 de octu-
bre, colonizada por larvas, pupas y pupas vacias de la especie Syntesiomia
nudiseta (VAN DER WuLp, 1883). Esta mujer vivia sola y no tenia ninguna
relacion con familiares ni amigos, por lo que nadie la ha echado de menos
y nadie informa del tiempo que puede llevar muerta.

Primer problema ;Qué temperatura estimamos que hacia en la casa? Sa-
bemos por datos de estaciones meteorolégicas cercanas a la casa que la media
de la temperatura ambiente durante el mes anterior ha sido de 18,5°C ;rea-
lizamos el estudio a esta temperatura? le sumamos 2-3-4°C es decir que tene-
mos un rango de incertidumbre que va desde 18,5 a 22,5°C segun la literatu-
ra de esta especie a 20°C tarda en terminar su ciclo 26 dias aproximadamen-
te y a 22°C entre 22 y 23 dias, por lo que la data estaria entre 22 y 26 dias.

Por otra parte, dado que la acumulacién de grados necesarios para com-
pletar su ciclo a 20°C es de 334,2°C hemos calculado el tiempo que tardaria
la especie con las temperaturas diarias en completar su ciclo y nos propor-
ciona una data de 30 dias, lo que coincide mas con el estado del cadaver.

Por otro lado, no sabemos cuanto tiempo llevan las pupas vacias, pero
no podia ser mucho tiempo dado que solo hallamos una pupa vacia y la
gran mayoria eran pupas en desarrollo, lo que nos indica que practicamen-
te acababa de eclosionar cuando se encontré el cadaver.

Resumiendo y teniendo en cuenta todos los factores la informacién que
podemos dar sin miedo a equivocarnos es que esta persona llevaba muerta al
menos 22 dias, si a esta data le sumamos los dias que puede tardar la especie
en colonizar el cadaver, dado que se hallaba en el interior de un domicilio,
podemos estimar que la data de la muerte podria estar entre 25y 30 dias.

Aqui es donde vemos que la entomologia es una herramienta mas que
podemos utilizar para establecer un tiempo minimo de muerte, que unido
al estado del cuerpo nos puede aproximar bastante la data de la muerte.
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Ejemplo 2. Cadaver de varén hallado a la intemperie el dia 25 de julio de
2014 en la zona del Arroyo del Petril (Las Matas, Madrid) colonizado por
larvas, y pupas recién formadas de Chrysomyia albiceps (WIEDEMANN, 1819).
El cadaver se hallaba vestido y sin signos de violencia, por lo que se supone
una muerte natural que se confirma durante la practica de la autopsia.

En este caso tenemos una serie de ventajas con las que no contdbamos
en el caso anterior: primera, el cadaver se hallaba a 541,1 metros de la esta-
cién meteorolégica de las Matas, con lo que teniamos los datos de t* max.,
t* min., humedad maxima y minima, y precipitaciones. Ademas al tratarse
del mes de julio podemos suponer sin miedo de equivocarnos que el cada-
ver fue colonizado a las pocas horas de encontrarse expuesto. Y por dltimo
tenemos la ventaja de que el caddver estaba completamente lleno de pupas
aun sin oscurecerse.

Por lo tanto y una vez identificada la especie estimariamos el tiempo que
tarda la C. albiceps en pupar a la temperatura estimada que segun la estacion
fue de 22,95°C de media durante el mes de julio.

LasMatas
Juio 2014

i

7 8 910 MM 121314 151617 1818 D23 2 D3 M5 BT B30

[_. Temparatura Max. B TemperduaMin, [ Precptaddn |

Figura 10. Datos estaciéon Meteorologica de las Rozas.

Podemos establecer el tiempo de actividad de los insectos de dos formas:

Primera: mediante la literatura que establece que las larvas de C. albiceps
a 22°C necesita 12,5 dias para alcanzar el estadio de pupa.

Segunda: dado que a 22°C C. albiceps necesita 146,91 grados en alcanzar
el estadio de pupa, calculamos los grados diarios acumulados por dicha
especie a las t* reales de la zona.

Dado que el cadaver fue hallado a las 20:15 horas, del dia 25 de julio de
2014 e ingres6 en el Instituto sobre las 10:30 del mismo dia y conservado
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en camara de refrigeraciéon a 5°C durante toda la noche hasta el momento
de la autopsia. Por ello comenzamos a estimar los grados acumulados du-
rante los dias anteriores al hallazgo empezando por el dia 25 de julio.

Los grados acumulados serian:
=2 144,3°C desde el dia 16 de julio.
= 161,1°C desde el dia 15 de julio.

Puesto que la especie en estudio necesita para pupar 146,9°C podemos
establecer que la data de la muerte seria compatible con un periodo de
entre 10y 11 dias. Lo que es perfectamente compatible tanto con los datos
de la literatura como con el estado del cadaver.
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Resumen: El presente trabajo revisa el estado de la entomologia forense
desde un enfoque molecular, abordando aspectos fundamentales a conside-
rar en el ambito médico-legal. Habitualmente, las técnicas moleculares se
utilizan como una alternativa rapida y fiable a la identificacién morfolégica
tradicional. Sin embargo, aplicaciones como la caracterizaciéon de la estructu-
ra genética de las poblaciones, el estudio de las relaciones filogenéticas de las
especies, el andlisis del contenido digestivo del insecto o el estudio de la ex-
presion génica a lo largo de su ciclo de desarrollo, pueden ser de gran interés
en las investigaciones forenses. Ademas, uno de los retos de la biologia mole-
cular moderna es el desarrollo e incorporacién de nuevas técnicas, como la
pirosecuenciacion, el analisis de las curvas de disociacion de alta resolucion
(HRM) o la secuenciacion a gran escala (NGS), que mejoren las prestaciones
ofrecidas por las convencionales. En general, los andlisis entomol6gicos mo-
leculares estan enfocados al estudio del material genético, principalmente
ADN. Ademas, la reciente incorporacion de tecnologias propias de otras dis-
ciplinas permite el andlisis de hidrocarburos cuticulares y compuestos orga-
nicos volatiles, con aplicacién en la identificacion especifica y en la estima-
cion del periodo de actividad del insecto (PAI), ligado al intervalo post-mortem
(IPM). Asi, algunas de las cuestiones aqui planteadas pueden servir para re-
flexionar y abrir nuevos horizontes ain sin explorar.
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Palabras clave: Entomologia forense, biologia molecular, investigacion
criminal.

Abstract: This paper reviews the state of the forensic entomology from a
molecular perspective, addressing essential aspects to consider in the medico-
legal field. Usually, molecular techniques are used as a fast and reliable alter-
native to traditional morphological identification. However, applications
such as the characterization of the genetic structure of populations, the study
of the phylogenetic relationships of species, analysis of the digestive content
of the insect or the study of gene expression during the development cycle,
may be of great interest to forensic investigations. Moreover, one of the cha-
llenges of modern molecular biology is the development and introduction of
new techniques such as pyrosequencing, high resolution melting analysis
(HRM) or large-scale sequencing (NGM), which improve the performance
of the conventional ones. In general, molecular entomological analyses are
focused on the study of genetic material, mainly DNA. Moreover, the recent
addition of technologies from other fields allows the analysis of cuticular hy-
drocarbons and volatile organic compounds, with application in specific
identification and in the estimation of the period of insect activity (PIA),
linked to the post-mortem interval (PMI). Thus, some of the issues raised here
may serve to reflect and open new horizons still unexplored.

Key words: Forensic entomology, molecular biology, criminal investigation.

1. INTRODUCCION

Los insectos son el grupo de individuos mds numeroso y diverso de la
Tierra, suponiendo mas de la mitad de las especies conocidas del Reino
Animal (MELIC, 1997, BENECKE, 2001). Adaptados a todo tipo de ambientes
y estrategias de alimentacion, constituyen una pieza clave en el manteni-
miento de la estabilidad de los ecosistemas (PERALTA et al., 2013).

La Humanidad ha sido consciente de su existencia desde tiempos inme-
moriales, por encontrarse algunas especies asociadas a problemas, tanto de
indole econémica como sanitaria o ambiental, comunmente reconocidos
como plagas (MAGANA, 2001), que se han ido sucediendo a lo largo de la
Historia. Sin embargo, otras muchas especies nos aportan grandes benefi-
cios, no solo directos, como la produccién de miel o de jalea real, sino
también indirectos, como la polinizacion de cultivos y el reciclado de mate-
ria organica, entre otros (SSYMANK et al., 2008, PERALTA et al., 2013). Ade-
mas, la ausencia de insectos necréfagos puede provocar un desequilibrio
medioambiental, y desencadenar graves problemas de salud publica, como
ocurri6 en Australia con la introduccion de la ganaderia, al no estar adap-
tados los insectos coprofagos autoctonos al consumo de los excrementos de
grandes herbivoros (M1TTAL, 2005). De hecho, los insectos necrofagos y en
especial los dipteros, son de gran interés al ser los principales responsables
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de la reduccion de materia organica en descomposicion, incluidos los res-
tos cadavéricos, por lo que, indirectamente, se encargan de contener las
enfermedades infecciosas asociadas a la descomposicién bacteriana que
suele estar ligada a dichos ambientes (FLEISHMANN et al., 2004, PERALTA et
al., 2013). Por su asociacion directa con la materia orgdnica en putrefac-
cion, el estudio de la entomofauna necréfaga es fundamental para la apli-
cacion de la entomologia a la biologia forense.

En la actualidad, la entomologia forense es la ciencia que estudia la in-
teraccion de los insectos y de otros artrépodos, con el ser humano, como
apoyo a problemas legales, ya sean civiles, principalmente econémicos (in-
festaciones y plagas) (CATTS & GO¥FF, 1992, BYrRD, 2001, ARNALDOS et al.,
2006), o tipificados como delitos en el Cédigo Penal (muertes violentas,
abusos, malos tratos o abandonos, etc.) (Tabla 1) (HaLL, 1990, BENECKE &
Lessic 2001). Esta disciplina forense es la encargada de examinar la fauna
entomoloégica, con el objetivo de extraer informacién, para precisar el tiem-
po, lugar y modo en el que ha tenido lugar un suceso (ANDERSON, 1997,
CAMPOBASSO & INTRONA, 2001, GREENBERG & KuNiIcH, 2002), pudiendo
incluso detectar la existencia de desplazamientos, abusos y negligencias, o
el uso de drogas (BENECKE & LEssIG, 2001, INTRONA et al., 2001, BENECKE
et al., 2004, AMENDT et al., 2007, 2011, GOSSELIN ¢t al., 2011). Asi, al igual
que las huellas dactilares, pelos, fibras o muchos otros vestigios biolégicos,
las muestras entomoloégicas son evidencias fisicas que forman parte del con-
junto de evidencias en los procesos legales (HALL, 1990, AMENDT et al.,
2007, 2011).

Tabla 1. La entomologia forense en apoyo a problemas legales.

ECONOMICOS DELITOS
S - Muertes Abusos o PP
Infestaciones, Plagas o Contaminaciones . . . Tréfico ilicito
violentas Negligencias
Inmuebles | Mercancias | Cultivos | Animales o Miasis en Vehiculos
Homicidios . p
] Asesinatos Individuos Mercancias
Control de calidad dependientes Animales

En este sentido, los estudios entomologicos de los artréopodos en gene-
ral, y de las especies necréfagas en particular, son aplicables en dreas de
investigacion estratégicas y con elevada implicacién social como:

e La medicina forense y veterinaria, que estudia los insectos necroéfa-
gos en estadios de desarrollo mas avanzados o su diversidad especifi-
cay permite determinar el lugar, las circunstancias del suceso y el
periodo de actividad de los insectos (PAI), que se aproxima al inter-
valo post-mortem (IPM) (Lorp, 1990, AMENDT et al., 2007). En esta li-
nea, en los casos en los que el PAI supera el IPM pueden detectarse
negligencias o abusos, asociados a infestaciones midsicas ante-mortem
(BENECKE et al., 2004, AMENDT et al., 2007, 2011, GILARRIORTUA el
al., 2014). Estas miasis, o infestaciones de vertebrados vivos por larvas
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de dipteros, son frecuentes tanto en individuos dependientes (ninos,
enfermos o ancianos), como en animales (ganado, mascotas, etc.)
(ZumprT, 1965, STEVENS & WALL, 1997, SOLER-CRUZ, 2000, BENECKE
& LEssiG, 2001, BENECKE et al., 2004, AMENDT et al., 2011). Asimismo,
los estudios entomotoxicolégicos pueden revelar muertes por enve-
nenamiento o por sobredosis (INTRONA et al., 2001, GOSSELIN et al.,
2011). Por otra parte, el analisis del contenido digestivo de las larvas
de estos insectos hace posible, incluso, la identificacion de la victima
y la deteccion de desplazamientos en los casos en los que, delibera-
damente, el cadaver ha sido retirado del lugar del suceso (D1 LUIsE
et al., 2008, KoNDAKCI et al., 2009, AMENDT et al., 2011).

e La medicina terapéutica, con la terapia larvaria que utiliza especies
necréfagas, como Lucilia sericata, en el tratamiento de heridas gan-
grenadas, de lesiones crénicas de dificil cicatrizacion o del tejido
necrosado de los tumores (FLEISCHMANN et al., 2004, PARNES & LA-
GAN, 2007).

e El medioambiente y la salud publica, en los que las especies necroéfa-
gas juegan un papel fundamental en el reciclado de materia orgdani-
ca en descomposicion, en la contenciéon de agentes patégenos y en
la polinizacién de algunos vegetales, entre otros procesos (SSYMANK
et al., 2008, PERALTA et al., 2013). Por otra parte, la estimacion del
tiempo y tipo de contaminacién, permite fundamentar reclamacio-
nes a empresas o particulares, responsables del producto en el mo-
mento de la contaminacién (alimentos, materias primas, muebles,
inmuebles, etc.).

e La alimentacion, en la que algunos insectos son reconocidos como
una fuente de materia prima de interés, por ejemplo en la elabora-
cién de piensos para acuicultura, por su riqueza proteica y bajo con-
tenido graso (RUMPOLD & SCHLUTTER, 2013).

En los ultimos anos, la entomologia forense se ha constituido como una
herramienta fundamental para los equipos de investigacion criminal de las
principales potencias mundiales, por su decisiva aportacion a los procesos
judiciales.

En el dmbito médico-legal, el papel mads relevante de esta ciencia foren-
se es la estimacion del periodo de actividad de los insectos (PAI), que suele
aproximarse al intervalo post-mortem (IPM) (GREENBERG, 1991, DADOUR et
al., 2001, AMENDT et al., 2007), en casos de homicidio, suicidio o muerte
violenta. Habitualmente, para realizar estimaciones a corto plazo, los foren-
ses utilizan métodos de patologia cldsicos, basados en cambios fisiologicos,
como la disminucién de la temperatura, el livor mortis o el rigor mortis (Ka-
ATSCH el al., 1993, AMENDT et al., 2011, KaLIszAN, 2013). Sin embargo, una
vez transcurridas 48-72 horas, cuando la descomposicion activa ha comen-
zado y los métodos patolégicos ya no son aplicables (GRASSBERGER & REI-
TER, 2002), la interpretacion de la fauna necréfaga se establece como el
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procedimiento mas fiable. La estimacion del PAI (o IPM) se hace, a corto-
medio plazo, segtun el grado de desarrollo de los elementos faunisticos mas
relevantes, como son los colonizadores primarios (principalmente califéri-
dos inmaduros), y a largo plazo, segin los patrones de sucesion de la fauna
artropodiana que se encuentra en el cadaver o en relacioén con éste (Figura 1)
(CaTTs & GOFF, 1992, TURCHETTO et al., 2001, AMENDT et al., 2011).

Calliphoridea
Muscidae

' m Sarcophagidae
puf \/
Larval

Histeridae
Silphidae

Staphilinidae

e R

~ Adulto

Larva Il
arva Piophilidae
Phoridae

Larva il Drosophilidae

. Dermestidae
a %

Figura 1. Estimacion del IPM: a) A corto-medio plazo: Biologia del desarrollo, segiin
sus diferentes fases o estadios; b) A largo plazo: Modelos de sucesion faunistica, con
las diferentes oleadas.

En este punto, es importante considerar que tras la muerte se producen
una serie de cambios y transformaciones fisicoquimicas que convierten al
caddver en un biotopo tinico y dindmico, al que se asocian diferentes gru-
pos ecolégicos que se suceden segun el estado de descomposicion del mis-
mo (Tabla 2) (MaGANA, 2001, WoLFF et al., 2001) y que constituyen una
biocenosis propia, diferente de la existente en el ecosistema circundante.
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Tabla 2. Etapas basicas de la descomposicion cadavérica adoptadas por convencién
para animales, y asimilables a las descritas para cadaveres humanos (cromadtica,
enfisematosa, coligulativa y esquelética) por GISBERT-CALABUIG, 1991.

DURACION .
ESTADO (DIAS) DESCRIPCION

Fresco 0-2 Desde la muerte hasta la hinchazon evidente
Enfisematoso 2-12 Hinchazon evidente, aspecto abombado
b .

escomposicion 12-20 Salida de gases y fluidos por la rotura de la piel
activa

escomposicion 20-40 Desecacion evidente solo piel, cartilago y hueso
avanzada
Esqueletizacion 40-50 Restos de pelo y huesos

Atendiendo a sus caracteristicas biologicas y relaciones tréficas, la clasi-
ficacién de la entomofauna sarcosapréfaga incluye los siguientes grupos:
necrofagos (llegan en primer lugar y se alimentan directamente del cada-
ver), necrofilos (se alimentan de los necréfagos), omnivoros (se alimentan
tanto del cadaver como de la fauna asociada), oportunistas o accidentales
(utilizan el caddver como refugio o estan de paso) (Figura 2) (LECLERCQ,
1978, SmiTH, 1986, BRAACK, 1987, AMENDT ¢f al., 2011).

Oportunistas | | Accidentales
\ 4 ,
Necréfagos Necrofilos
. Nematocera
(B:re:chytt:era Cadaver Coleoptera
oleoplera I Hymenoptera
A
Omnivoros
Coleoptera
Hymenoptera

Figura 2. Clasificacion de la entomofauna sarcosapréfaga segin sus habitos de
alimentacion. Adaptado de ARNALDOS et al., 2005.

En este contexto, los estudios faunisticos realizados por Mégnin en 1894
dieron a conocer que los insectos aparecen en un cadaver siguiendo un
patréon de sucesion caracteristico (MEGNIN, 1894), produciéndose secuen-
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cialmente una adicién o sustitucion de especies, que varia segin el lugar y
la época del ano (CARVALHO et al., 2000). Asi, merece la pena destacar que
la fauna invertebrada terrestre asociada a la materia orgdnica en descompo-
sicion, esta constituida por insectos (CATTS & GOFF, 1992), principalmente
larvas de dipteros (D1 LUisE et al., 2008), cuya diversidad es caracteristica
de cada region geografica, y estd influenciada por las condiciones climati-
cas, orograficas y medioambientales propias del lugar (EBERHARDT &
ErL1ioT, 2008, VANIN ¢t al., 2008). Ademas, hay que considerar que el desa-
rrollo larvario varia segun la especie y es significativamente dependiente de
la temperatura (BoEHME ¢t al., 2010). De ahi la importancia de conocer la
distribucién estacional, ecologia, biologia y taxonomia de los insectos de
interés de nuestra fauna, para evitar generalizaciones y evaluar las eviden-
cias entomologicas desde una escala regional, que aporta precision y fiabi-
lidad a esta disciplina forense (GRASSBERGER & FRANK, 2004).

La aplicacién de la entomologia en las investigaciones forenses deman-
da precision en la estimacion del tiempo de infestacion utilizado en la de-
terminacion del IPM, para lo cual el prerrequisito critico es la correcta
identificacion de los especimenes recolectados (HARVEY et al., 2003, REIBE
et al., 2009).

La identificacion entomolodgica tradicional es una técnica comparativa
basada en el reconocimiento de caracteres morfologicos diagnoésticos
(SmiTH, 1986, GONZALEZ-MORA & PERIS, 1988, PERIS & GONZALEZ-MORA,
1991), que requiere disponer de colecciones de referencia, y dominar téc-
nicas de diseccion y claves taxonémicas, frecuentemente muy complejas
(GILARRIORTUA et al., 2013). Ademas, la pérdida de caracteres taxonémicos
diagnosticos en especimenes danados o degradados (larvas muertas o ne-
crosadas, puparios incompletos, etc.), la presencia de caracteristicas seme-
jantes en especies diferentes (principalmente en individuos inmaduros), o
la introduccién de especies necréfagas aloctonas, pueden dificultar la de-
terminacion taxonomica (MAzzANTI et al., 2010, SONET et al., 2012). Asimis-
mo, la necesidad de esperar hasta la emergencia del adulto para poder
realizar identificaciones fiables, supone una demora y constituye un riesgo,
salvo que los especimenes lleguen vivos al especialista (HARVEY et al., 2003,
MAzzANTI et al., 2010, AMENDT et al., 2011). Por ultimo, en muchos sistemas
legales, el mantenimiento de la integridad de las evidencias en procesos
judiciales es de gran importancia y queda comprometido cuando se ha lle-
vado a cabo la cria, que implica un cambio de forma (HARVEY et al., 2003).
Todas estas razones hacen que los métodos de identificacién morfolégica
resulten complejos o incluso inviables, pudiendo inducir a errores judicia-
les (GILARRIORTUA et al., 2013). Asi, considerando que en el ambito foren-
se los errores pueden repercutir en terceras personas, la identificacion es-
pecifica requiere procedimientos complementarios, o alternativos, en los
que las técnicas moleculares juegan un papel fundamental por su rapidez,
fiabilidad, sensibilidad, precision e irrefutabilidad (Saicusa et al., 2005,
WELLS & STEVENS, 2010).
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1.2. ENTOMOLOGIA MOLECULAR
Antecedentes

Los primeros estudios moleculares orientados al conocimiento de la
variabilidad genética se realizaron alrededor de 1960, con el desarrollo de
la técnica de electroforesis de proteinas (HUNTER & MARKET, 1957), en la
que se estudiaban principalmente isoenzimas, aunque no se aplicé al estu-
dio filogenético de insectos hasta 1968 (JOHNSON & BEALLE, 1968). En esta
linea, anos mas tarde, se utiliz6 la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC o high performance liquid chromatography) para discriminar hemoglo-
bina y dcidos grasos especie-especificos (TAYLOR et al., 1993, BELLIS et al.,
2003). Sin embargo, estos métodos no resultaron suficientemente eficien-
tes para solventar los problemas de taxonomia surgidos entre especies es-
trechamente relacionadas.

No fue hasta finales de 1970 cuando se desarrollaron nuevas técnicas
que permitieron el andlisis directo del dacido desoxirribonucleico (ADN).
Los primeros trabajos que estudian el ADN mitocondrial (ADNmt) datan
de 1979, mediante el analisis de RFLPs (Polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccién) (AVISE et al., 1979, BRowN & WRINGHT, 1979),
ampliamente utilizados en los estudios filogenéticos de insectos a pesar de
sus desventajas, por requerir tiempo, grandes cantidades de ADN y sustan-
cias radioactivas (OSAKABE & SAKAGAMI, 1994, KUMAR et al., 1998, WELLS &
SPERLING, 1999, SCHROEDER ¢t al., 2003).

Posteriormente, en 1986, una nueva técnica descrita por Mullis e al., de-
nominada reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), revolucioné multitud
de campos cientificos, entre ellos la taxonomia y la sistemdtica, proporcio-
nando un conocimiento exhaustivo de la secuencia de ADN a partir de can-
tidades minimas (MULLIS ¢f al., 1986). En sistematica, por ejemplo, esta téc-
nica se ha utilizado para el estudio de familias completas (Scatophagidae)
(BERNASCONTI et al., 2000), de géneros (COGNATO & SPERLING, 2000) e inclu-
so de grupos de especies (grupo repleta del género Drosophila) (DURANDO et
al., 2000). Asimismo, su aplicacion para el diagnoéstico de insectos de impor-
tancia forense se propuso por primera vez en 1994 (SPERLING ¢t al., 1994).

Considerando que el ADN es la molécula de estudio principal en esta
ciencia forense, mencionaremos algunas de sus caracteristicas mas relevan-
tes. Es bien sabido que en las células somadticas animales podemos encontrar
el material genético en las mitocondrias (ADNmt), y en el ndcleo (ADN nu-
clear, ADNnu) (ALBERTS el al., 1996). En general, en las células eucariotas,
el ADNnu es lineal, de gran tamano (180 Mb Drosophila melanogaster) y pre-
senta una estructura compleja en doble hélice unida por proteinas cromosoé-
micas (histonas) (Apawms et al., 2000). Por su parte, el genoma mitocondrial
es un duplex circular de pequeno tamano, de entre 16-18 Kb en insectos
(OLIVEIRA et al., 2008). Asimismo, en el genoma nuclear el nimero de cro-
mosomas es diploide, mientras que en el mitocondrial, el nimero de copias
en una cé€lula, por lo general, supera el millar (ALBERTS et al., 1996). Otra
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diferencia a destacar es el patréon de herencia biparental con reordenacion
de la informacién genética caracteristica en el ADNnu y que en el ADNmt es
uniparental (matrilineal) sin recombinacién (WELLS & STEVENS, 2008). Ade-
mas, la tasa de evolucion del ADNmt en insectos es mas elevada que la de los
genes nucleares (POWELL et al., 1986, SOLIGNAC et al., 1986, SHARP & L1,
1989, WELLS et al., 2007), aunque la diferencia no es tan notable como en
vertebrados (BROWN et al., 1982). Asimismo, en contraste con el genoma
nuclear constituido principalmente por ADN no codificante (incluidos los
intrones génicos) y en el que solo el 1,5% es codificante (exones) (IHGSC,
2001), el genoma mitocondrial posee un niimero muy reducido de nucleo6ti-
dos no codificantes y carece de intrones (CANTATORE & SACCONE, 1987,
Luiz, 2000). Durante anos, el género Drosophila, principalmente la mosca de
la fruta D. melanogaster, ha sido objeto de estudio, lo que ha permitido el co-
nocimiento de algunas de las caracteristicas del ADN de los insectos. Por ello,
sabemos que el ADNmt de los insectos es muy rico en las bases adenina y ti-
mina (A+T) (70%-90%), en la region control no codificante, y en genes que
codifican para el citocromo c oxidasa Iy IT (COl'y COII), entre otros (SATTA
et al., 1987, OLIVEIRA el al., 2008). Las caracteristicas expuestas de ambos
genomas, nuclear y mitocondrial, se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas del ADNnu vs ADNmt
(- datos no disponibles).

CARACTERISTICAS ADNnu ADNmt
Localizacion Nucleo Mitocondrias
Forma Lineal Circular
Tamano Grande (180 Mb) Pequeno (16-18 Kb)
Organizacion Compleja (histonas) Simple
Herencia Biparental Uniparental (matrilineal)
Numero Diploide (dos copias) Haploide (miles de copias)
Recombinacion St No
Tasa de mutacion Baja Alta
% codificante 1,5% 97%
Otros - 70-90% A+T

El genoma mitocondrial en insectos tiene practicamente el mismo nime-
ro de genes que en vertebrados, aunque presenta algunas reorganizaciones
(BOORE et al., 1995) y, en general, las diferencias estructurales que se pueden
encontrar estan relacionadas con el tamano de la regiéon control (OLIVEIRA
et al., 2008). Dentro del orden Diptera (Insecta), la organizacién del genoma
mitocondrial de los Brachycera se diferencia de la de los Nematocera en una
Unica inversion (OLIVEIRA ef al., 2008). El genoma mitocondrial esta forma-
do por dos regiones bien definidas, la region control y la regién codificante,
que representa casi la totalidad del genoma y consiste en 37 genes que care-
cen de intrones (Figura 3) (Luiz, 2000, OLIVEIRA el al., 2008).
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Figura 3. Organizacion esquemadtica del genoma mitocondrial de la mosca de los
cuernos Haematobia irritans. Las flechas indican la direccion de transcripcion
de cada gen. Los genes ARNt se identifican con el simbolo del aminoacido que
codifican. Los genes ARNr para las dos subunidades y la regién control aparecen
como 125, 16S y RC, respectivamente. Adaptado de OLIVEIRA et al., 2008.

Sin embargo, en el genoma nuclear podemos encontrar considerables
variaciones de tamano incluso dentro de un mismo género, Drosophila virilis
313 Mb (HARTL & LozoVSKAYA, 1995), D. arizonae 220 Mb (LaIrD, 1973) o
D. simulans 119 Mb (PowktLL, 1997). No obstante, en la familia Calliphoridae
el nimero de cromosomas es muy estable (2n=12), con 5 pares de autosomas
de tamano medio/grande (meta/sub-metacéntricos) y el par heteromérfico
sexual (XX hembras y XY machos) mas pequeno (meta/sub-meta/telocén-
trico) (STEVENS, 1908, KENEUKE, 1924, Boves & WILKES, 1953, PARISE-MAL-
TEMPI & AVANCINI, 2001). Ademas, se ha encontrado una considerable varia-
bilidad morfolégica entre los cariotipos de las diferentes especies (Boyes &
SHEWELL, 1975, BEDO, 1991). Asi, mientras los autosomas presentan una cier-
ta estabilidad (Tabla 4), los cromosomas sexuales muestran variaciones de
forma y tamano segtn la especie (BoYes & SHEWELL, 1975).

Tabla 4. Clasificacién morfolégica de los pares cromosémicos de las especies
Chrysomya pinguis, Lucilia cuprina, L. porphyrina, L. sericata, Protocalliphora falcozi
y, segun la nomenclatura de LEVAN et al., 1964.

ESPECIE X ! v I I v v Vi REFERENCIAS
Ch. pinguis T T M M M M M | AGRAWAL et al., 2010
L. cuprina M |SM| SM | SM | SM | SM | SM | CHILDRESS, 1969
L. porphyrina T T | M | M M M M | AGRAWAL et al., 2010
L. sericata M |SM| M | M |SM| M M | ACUNA-MORERA et al., 2011
Pr. falcozi SM|SM| M | M M M | SM | HoLEcovA et al., 2012

* M: Metacéntrico; SM: Sub-metacéntrico; T: Telocéntrico.
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Finalmente, conviene destacar que los genes ribosémicos nucleares pre-
sentan regiones no codificantes intergénicas conocidas como transcritos
internos espaciadores (ITSs) (WELLS & STEVENS, 2010). Convencionalmen-
te, el ITS del ADNr nuclear incluye la regién ITS1, el gen 5.8S y la region
ITS2 (Figura 4) (CoLEMAN, 2003). Asi, en contraste con muchos otros ge-
nes nucleares, en un genoma eucariota tipico podemos encontrar cientos
de copias en tandem de los genes ARNr nucleares (COLEMAN, 2003). Uni-
camente aparece una variabilidad significativa entre las secuencias de ITS
de un mismo organismo en los hibridos (BUCKLER ¢t al., 1997, COLEMAN,
2003). Excepto en estos casos, esta familia multigénica presenta una evolu-
cién concertada, que generalmente homogeneiza las diferencias entre co-
pias, lo que hace posible su tratamiento como un tnico gen (HERSHKOVITZ
et al., 1999).

18S ADNr ITS1 5.8S ADNr ITS2 28S ADNr

Figura 4. Organizacion tipica de las regiones codificantes y espaciadoras del ARN
ribosémico nuclear de una célula eucariota. Adaptado de CoLEMAN, 2003.

Estado Actual

Dado que el prerrequisito critico para el uso diligente de la entomologia
forense es la correcta identificacion taxonomica, las técnicas de biologia mo-
lecular se utilizan principalmente como alternativa rapida y fiable a la identi-
ficaciéon morfologica. Ademas, existen otras aplicaciones de los métodos mo-
leculares que incluyen la caracterizacion de la estructura genética poblacional,
el establecimiento del origen evolutivo de las especies de insectos de interés
forense, la identificacion del contenido digestivo de los insectos (D1 LUISE et
al., 2008, WELLS & STEVENS, 2008, KoNDAKCI ¢t al., 2009, CURIC ¢t al., 2014),
y el reconocimiento de las diferencias en la expresion génica a lo largo del
ciclo de desarrollo (CHARLES, 2010, AMENDT et al., 2011).

En los ultimos anos, los cientificos forenses han abordado las técnicas
basadas en ADN como alternativa objetiva y fiable en la identificacion de
especies, utilizando marcadores moleculares especie-especificos para desa-
rrollar métodos diagnosticos apropiados (AMENDT et al., 2011). En general,
el ADNmt tiene una alta tasa de mutacién respecto al ADN nuclear (ADN-
nu), por lo que aumenta la posibilidad de hallar en él marcadores especie-
especificos que proporcionan informacién taxonémica y filogenética (Avi-
SE et al., 1987). Asimismo, el ADNmt tiene un nimero de copias mayor que
el nuclear (RoBIN & WONG, 1988), hecho que resulta claramente ventajoso
en estudios forenses con especimenes en malas condiciones o con el ADN
degradado. Asi, practicamente la totalidad de los estudios para la identifi-
cacion de invertebrados utilizan la caracterizacion molecular de marcado-
res mitocondriales, principalmente los genes que codifican para las subuni-
dades Iy II del citocromo oxidasa (COIl'y COII), o para la subunidad menor
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del ribosoma (16S ARNr) (MALGORN & CoqQuoz, 1999, CATERINO et al.,
2000, WELLS et al., 2001b, WELLS & STEVENS, 2008, NELSON et al., 2012). En
esta linea, recientemente se ha sugerido utilizar una regién de cerca de 650
pb del COI, como marcador universal para el diagnoéstico de especies ani-
males (COI barcode) (HERBERT et al., 2003). Otros loci mitocondriales me-
nos frecuentes son las subunidades 4 y 4L de la nicotinamida deshidroge-
nasa (NAD4 y NAD4L) (NELSON et al., 2012), la regién no codificante
situada entre el ARN transferente para la serina (ARNt*") y la NAD1 (WEIGL
et al., 2010), y el citocromo b (Cyt-b) (M DE PANCORBO et al., 2004, GILA-
RRIORTUA et al., 2013). Este ultimo gen se utiliza de forma rutinaria en los
laboratorios forenses para la identificaciéon de animales vertebrados (Zen-
NER et al., 1998, PARSON et al., 2000, BRANICKI et al., 2003). Ademas, el
transcrito interno espaciador (ITS) del ADN ribosémico nuclear (ADNr) es
una herramienta habitual en los estudios sistematicos, en los filogenéticos
y en la identificacién de especies hermanas (ALVAREZ & WENDEL, 2003,
CoLEMAN, 2003, NELSON ¢t al., 2008, SONG et al., 2008, LARUE et al., 2009).

La identificacion de especies entomologicas en el contexto forense re-
quiere analisis que proporcionen una informacion detallada de la secuen-
cia y permitan una determinacién especifica inequivoca. Por ello, en la ac-
tualidad, los métodos que combinan amplificacién mediante PCR y
secuenciaciéon de productos amplificados son los mas utilizados, por pro-
porcionar altos niveles de especificidad y sensibilidad (Figura 5), al permi-
tir una efectiva y fiable clasificaciéon taxonémica sin necesidad de esperar
hasta la emergencia del adulto, ni requerir conocimientos especificos sobre
taxonomia tradicional. Asi, se superan también las dificultades asociadas a
la identificacion morfolégica de especimenes danados, fragmentados, o
carentes de suficientes caracteres diagnoésticos (MAzZzANTI et al., 2010).
Ademis, estos métodos permiten la identificacién de especies, indepen-
dientemente del estadio de desarrollo que presenten y del método de pre-
servacion utilizado (HARVEY et al., 2003).

Figura 5. Electroferograma o cromatograma: cada posicion nucleotidica esta
definida por un pico o maximo y los diferentes nucleétidos estan representados por
colores diferentes.

En general, cuando se trata de realizar identificaciones especificas, la
calidad del ADN extraido es un pardmetro critico que se encuentra influen-
ciado, en gran medida, por el modo de sacrificio y por las condiciones de
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preservacion, variando su ejecucion segun el tipo de vestigio (Tabla 5)
(AMENDT et al., 2007, 2011). Habitualmente, se suelen obtener buenos re-
sultados cuando los especimenes se almacenan en etanol diluido (70-95%)
o en seco (solo para adultos) (AMENDT et al., 2011). Ademas, se recomienda
evitar el uso de otros preservantes, como el etilacetato o el formaldehido,
que influyen negativamente en la calidad del ADN (AMENDT et al., 2011).

Tabla 5. Método 6ptimo de preservacion segun las caracteristicas del vestigio.

MODO DE SACRIFICIO MODO DE PRESERVACION
TIPO DE MUESTRA
MANTENIDOS EN TIEMPO MANTENIDOS EN
Huevos Etanol 70-95% oo Etanol 80-95%%*
Agua a 80°C 30-60 s Etanol 80-95%*
Inmaduros
-20°C (en seco) 30 min -20°C o -80°C
Pupas Etanol 70% ) Etanol 70%*
Puparios - - Etanol 70%%*
Etanol 70% 0 Etanol 70%%*
Adultos
-20°C (en seco) 30-60 min T° ambiente

* A su vez se pueden mantener a -20°C para mejorar la conservacion.

Convencionalmente, la metodologia de trabajo consiste en 3 pasos fun-
damentales: extracciéon de ADN, amplificacién y secuenciaciéon de la region
de interés y, por dltimo, tratamiento de datos y busqueda de homologia.
Esta busqueda consiste, basicamente, en cotejar la secuencia de nucleétidos
del espécimen desconocido, con los genotipos de referencia recogidos en
las bases de datos, GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y/o BOLD
(http://www.boldsystems.org). Es importante tener presente que, en la
mayoria de los casos, la variabilidad intra-especifica hara que el porcentaje
de coincidencia (homologia) entre el genotipo del individuo de referencia
y el de estudio sea inferior al 100%.

Uno de los retos de la biologia molecular moderna es el desarrollo de
métodos robustos para la rapida determinacion especifica de forma precisa
e inequivoca (MALEWSKI et al., 2010, WELLS & STEVENS, 2010). Al principio,
la identificacion de las especies de insectos se realizo mediante el analisis
de marcadores de polimorfismos RFLPs (SPERLING et al., 1994), que pro-
porcionaban informacién unicamente de la secuencia de la diana de res-
triccién, pudiendo provocar la mutacién en un tnico nucleétido de dicha
diana la alteracién de los patrones de restriccion (AMENDT et al., 2011),
comprometiéndose asi la identificacion. Actualmente, la identificacién mo-
lecular de insectos a nivel especifico combina la amplificacion con la se-
cuenciacion convencional de ADN, que suministra una informacién nu-
cleotidica completa de la secuencia de interés. Mas recientemente, se han
desarrollado tecnologias novedosas para el rapido genotipado y la buasque-
da de mutaciones, mejorandose las prestaciones de las convencionales. En
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este sentido, la pirosecuenciacion y las curvas de disociacion de alta resolu-
cion de productos de PCR, o HRM (high resolution melting), son alternativas
rentables y efectivas, al procesar un numero de muestras elevado en un
tiempo breve y tener protocolos mas sencillos (WELLs & STEVENS, 2010,
RADVANSKY et al., 2011). E1 HRM permite trabajar sin manipulacién post-
PCR, ya que el anilisis tiene lugar en un tnico tubo cerrado, reduciendo
asi el riesgo de contaminacién (Figura 6). Asimismo, ofrece un aumento de
la sensibilidad y precision en el genotipado de polimorfismos que involu-
cran a mas de un SNP (single nucleotide polymorphism) y permite la deteccion
de la variabilidad nucleotidica desconocida. Recientemente se ha utilizado
para la identificacion especifica de dipteros y trematodos, mediante el ana-
lisis de SNPs discriminantes (BRAUDRY et al., 2003, MALEWSKI et al., 2010,
RADVANSKY et al., 2011).

Normatre e (e

Figura 6. Analisis de HRM. a) Curva de disociacién normalizada caracteristica para
cada especie; b) Grafico de diferencias entre las curvas de disociaciéon de diversas
especies de califéridos. Cada color corresponde a una especie diferente.

Por otra parte, la pirosecuenciaciéon proporciona una elevada fiabilidad
y precision, al identificarse cada nucleétido de forma independiente y re-
gistrarse en tiempo real (Figura 7) (AHMADIAN et al., 2006, WELLS & STE-
VENS, 2010). Asimismo, permite analizar secuencias de corta longitud (alre-
dedor de 100 bases) (AHMADIAN et al., 2006, WELLS & STEVENS, 2010) e
identificar falsas amplificaciones. Esta técnica se utiliza, principalmente,
para la detecciéon de mutaciones y el genotipado de SNPs (GArcia et al.,
2000, ANDREASSON ¢t al., 2002).
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Figura 7. Pirograma: cada pico o maximo representa un nucleétido y su altura es
indicativa del nimero de veces que se repite.

Sin embargo, la utilizacién eficaz de estas tecnologias mds avanzadas
requiere el manejo previo de las técnicas moleculares convencionales, que
nos proporcionan una imprescindible informacién de base. Como ejem-
plo, la secuenciacion tradicional, o de Sanger, permite la caracterizacion
molecular de los taxones de interés. Por ello, se hace necesaria la comple-
mentacién de unas técnicas con otras a fin de conseguir el diseno de pro-
tocolos que satisfagan los requerimientos de las investigaciones (Figura 8).

EXTRACCION ” -
MUESTREO (ADN) —>| CUANTIFICACION |—>| NORMALIZACION

AMPLIFICACION DE
SECUENCIACION

PIROSECUENCIACION

Figura 8. Diseno experimental para las siguientes técnicas analiticas: secuenciacion
convencional (Sanger), HRM y pirosecuenciacion.

AMPLIFICACION
(PCR)
COMPROBACION DE

PRODUCTOS
AMPLIFICACION (PCR)

| SECUENCIACION |<-| PURIFICACION |<—

PURIFICACION

La tendencia mas reciente en los trabajos de taxonomia y filogenia de
insectos es el estudio conjunto de varios marcadores. En este sentido, se
estan comenzando a introducir técnicas de secuenciacion masiva, o NGS
(next generation sequencing), que permiten analizar cientos de loci de una
forma relativamente mas rapida y econémica (NELSON et al., 2012). Esta
novedosa metodologia estd disenada para el estudio de amplificados de
gran tamano, como genomas mitocondriales completos, a partir de los que
se crean librerias de fragmentos mas cortos que se secuencian directamen-
te (NELSON e¢f al., 2012).

Ademas, en los ultimos anos, se ha demostrado que la elevada sensibili-
dad que presentan las herramientas biomoleculares actuales permite iden-
tificar la fuente de alimentacion de los insectos contribuyendo a detectar
ADN humano y de otras especies en el tracto digestivo de larvas necréfagas
(Figura 9) o de hematofagos adultos (D1 LUISE et al., 2008, WELLS & STE-
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VENS, 2008, KoNDAKCI et al., 2009, CURIC et al., 2014). Esta posibilidad de
realizar identificaciones individuales humanas resulta de gran interés, tanto
para establecer una relacién entre la victima y el sospechoso como para
relacionar con un cadaver concreto los especimenes inmaduros encontra-
dos en un determinado lugar (AMENDT et al., 2011).

Figura 9. Diptero necréfago inmaduro con el buche repleto de vestigios biol6gicos
humanos.

2. APLICACIONES DE LA ENTOMOLOGIA MOLECULAR

2.1. IDENTIFICACION ESPECIFICA

Como ya hemos mencionado anteriormente, la correcta identificacion
taxonémica de las evidencias entomologicas, tanto de adultos como de lar-
vas, encontradas en un cuerpo o en el lugar de un suceso es un paso crucial
para que el curso de la investigacion sea legitimo y aceptado en los proce-
dimientos legales, maxime cuando el uso principal del diagnéstico es la
estimacion del tiempo de infestacion, o periodo de actividad de los insectos
(PAI), que habitualmente se aproxima al intervalo post-mortem (IPM). Sin
embargo, la identificacién morfolégica de individuos inmaduros en algu-
nos géneros puede ser problemadtica e incluso imposible de realizar (WELLS
& STEVENS, 2010), y tinicamente la cria hasta la emergencia del adulto per-
mite la diagnosis. En la familia Sarcophagidae, por ejemplo, solo los ma-
chos tienen morfotipos claramente establecidos (SmiTH, 1986), mientras
que son las hembras las mas frecuentes en los entornos cadavéricos. Para
superar esta problematica, durante la ultima década se han utilizado los
métodos de identificacion molecular basados en la variabilidad especie-es-
pecifica de determinados genes como recurso alternativo a la identificacion
tradicional (WELLS & STEVENS, 2010) basada en caracteres anatomicos ex-
ternos.

En general, los marcadores de ADNmt juegan un papel principal en el
diagnostico molecular de artrépodos, ademads de por su haploidia, por su
elevado numero de copias en comparaciéon con el ADNnu, lo que mejora
la eficiencia de extracciéon cuando se trabaja con muestras degradadas o
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con escaso ADN (BENECKE & WELLS, 2001, WELLS & STEVENS, 2010). En
este sentido, los marcadores comunmente utilizados para la identificacion
animal son los genes mitocondriales que codifican para: las subunidades I
y II del citocromo c oxidasa (COI'y COII) (CATERINO et al., 2000, WELLS &
STEVENS, 2008, 2010, NELSON ef al., 2012); la subunidad 4, 4Ly 5 del com-
plejo NAD deshidrogenasa (NAD4, NAD5) (CATERINO ¢t al., 2000, ZEHNER
et al., 2004, WELLS & STEVENS, 2008, NELSON et al., 2012,); el ARN riboso-
mico (ARNr) 16Sy 12S (HorNOK et al., 2008, NELSON et al., 2012); y el ci-
tocromo b (Cyt-b) (PARSON et al., 2000, M de PANCORBO et al., 2004, 2006,
GILARRIORTUA et al., 2013).

En insectos, la mayoria del ADNmt estudiado comprende alguna region
de los genes que codifican para el COI o COII (SPERLING et al., 1994, MAL-
GORN & CoqQuoz, 1999, WELLS et al., 2001b, WELLS & STEVENS, 2010). Ini-
cialmente, los investigadores eligieron el locus COI para la obtencion de
perfiles genéticos de insectos, por ser el gen que codifica para la subunidad
de mayor tamano de la citocromo oxidasa y combina regiones variables y
altamente conservadas (CLARY & WOHLSTENHOLME, 1985, MoRrLAIS & SE-
VERSON, 2002). En este sentido, en los ultimos anos, el «DNA barcode of life
project> ha propuesto utilizar un fragmento de unas 650 pb del extremo 5’
del gen COI, como marcador universal, o «cédigo de barras de ADN» (COI
barcode), para la discriminacién de especies animales (Figura 10) (HERBERT
et al., 2003, WiLL & RusiNorr, 2004, ERPENBECK et al., 2005, NELSON ¢t al.,
2007, MEIKLEJOHN et al., 2009). Ademads, este proyecto ha creado la base de
datos «The barcode of life database» (BOLD, www.barcodinglife.org) donde se
recogen miles de secuencias de la region «barcode» de una gran variedad de
organismos (RATNASINGHAM & HERBERT, 2007), que puede ser de gran
interés como primera aproximacion cuando se trata de realizar la identifi-
cacion taxonoémica de especimenes desconocidos. En este contexto, se ha
definido un nuevo concepto para la delimitacion de especies, el «barcode
gap», que es el hueco o espacio que queda entre la distancia mdxima intra-
especifica y la minima inter-especifica (HERBERT et al., 2004). Asi, la detec-
cién de valores de divergencia intra-especifica muy altos e inter-especifica
muy bajos puede provocar la ausencia de este «gap», que suele relacionarse
con especiaciones incompletas o recientes, o con hibridaciones entre espe-
cies que inicialmente se encontraban aisladas (JOHNSEN et al., 2010, Bas-
TOS-SILVEIRA et al., 2012).

[ | COlI barcode | col
1474 1490 2198 3009

Figura 10. El COI esta definido entre la posicién 1474 y 3009 del genoma mitocon-
drial (Drosophila yakuba, NC001322) y contiene la region barcode, que abarca desde
la posicién 1490 a la 2198. Adaptado de NELSON et al., 2007.

En los ultimos anos, se ha demostrado que este locus carece de capaci-
dad discriminatoria suficiente para la realizaciéon de diagnoésticos inequivo-
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cos cuando se trata de diferenciar especies estrechamente relacionadas de
algunos géneros de califéridos (Lucilia: L. caesar-L. illustris, L. sericata-L. cu-
prina; Chrysomya: Ch. putoria-Ch. cloropyga) y de coleépteros (Catops: C. nigri-
cans-C. fuscus), entre otros (BOEHME et al., 2010, WELLS & STEVENS, 2010,
SCHILTHUIZEN et al., 2011, NELSON et al., 2012). La tecnologia de secuencia-
cién actual permite obtener de forma rutinaria y en un Ginico analisis mds
de 900 pb con un 98,5% de precisién (GUNNING et al., 2006), por lo que,
en el caso de especies hermanas, algunos autores han propuesto la utiliza-
cién de regiones de mayor tamano junto con otros marcadores mitocon-
driales para que las identificaciones sean fiables (SPERLING et al., 1994, BE-
NECKE & WELLS, 2001, PREATIVATANYOU et al., 2010). Sin embargo, algunas
especies de la familia Calliphoridae, bien por su origen parafilético, polifi-
lético o por su reciente divergencia evolutiva, no se pueden diferenciar con
los marcadores mitocondriales habituales, al poseer genotipos comunes a
otras especies (Figura 11) (WELLS ¢ al., 2007, WELLS & STEVENS, 2010). La
cuestion fundamental es si el marcador y/o la longitud seleccionada pro-
porcionan suficiente informacién o no.

T

T

a c

Figura 11. Capacidad discriminativa de un gen para dos especies: a) Especie 1y 2

muestran un origen monofilético, el gen permite una identificacién especifica

6ptima, b) La especie 1 es monofilética, pero la especie 2 es parafilética, las dos

especies pueden presentar secuencias homologas, la identificacion no es inequivoca

y c¢) Las dos especies comparten la informacién genética, mostrando un origen

polifilético, el gen no es apropiado para realizar una identificacion especifica.
Adaptado de WELLS et al., 2007.

Principalmente, hay que tener en cuenta que la utilizaciéon del ADNmt
para la identificacion de especies requiere asumir que una especie definida
a nivel morfolégico forma parte de un mismo linaje de ADNmt, pues de lo
contrario no seria posible establecer un genotipo de referencia para ningu-
na especie (WELLs & WiLLIaMS, 2007). Ademads, en las ocasiones en las que
la similitud morfolégica, que dificulta la identificacion tradicional, coincide
con la molecular, es fundamental evaluar otros factores como la historia, la
distribucion geografica o los patrones de actividad estacional para realizar
identificaciones de forma fiable (WELLS et al., 2007, WELLS & WILLIAMS,
2007). En un principio, habria que considerar tnicamente las especies co-
nocidas para un determinado lugar, descartando cualquier otra especie.
Por ejemplo, en el Nuevo Mundo no hay constancia de la presencia de L.
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caesar, ni tampoco en Latinoamérica de Ch. chloropyga (WELLS et al., 2007,
WEeLLS & STEVENS, 2010). No obstante, en aquellas regiones geograficas en
las que especies estrechamente relacionadas (Ch. augur-Ch. dubia, Ch. stygia-
Ch. albifrontalis y Ch. hilli-Ch. varifrontis, L. illustris-L. caesary L. cuprina-L.
sericata) presentan distribuciones solapadas, podemos tener dificultades
para diferenciarlas mediante el ADNmt (HARVEY et al., 2008). Esta proble-
matica requiere la caracterizacién no solo de regiones mitocondriales, sino
también nucleares, como los genes que codifican las dos subunidades del
ARN (18Sy 28S), o el primer o segundo transcrito interno espaciador
(ITS1 o ITS2), para aclarar la identificaciéon en estos casos (STEVENS et al.,
2002, NELSON ¢t al., 2012).

Uno de los ejemplos mas llamativos y estudiados corresponde al de las
especies L. sericata-L. cuprina, para las que el marcador COI mostraba tres
linajes diferenciados, dos con las formas independientes de L. sericatay L.
cuprina, y un tercero que agrupaba a especimenes de L. cuprina (Hawaii,
Australia, etc.), por su morfologia, con el mitotipo de L. sericata (WELLS et
al., 2007, NELSON et al., 2012). Por el contrario, los analisis con marcadores
nucleares (28S ADNr, ITS1 o ITS2), han revelado la existencia de dos lina-
jes bien diferenciados (L. sericatay L. cuprina) (WELLS et al., 2007, NELSON
et al., 2012). Aunque, en general, una vez iniciado el proceso de especia-
ciéon el ADNmt evoluciona mas rapido que el ADNnu, y éste suele ser mads
apropiado para la diferenciaciéon de especies estrechamente relacionadas,
en este caso esto parece no cumplirse (WELLS ¢t al., 2007).

En principio, los resultados obtenidos con el COI para las dos variantes
haplotipicas presentadas por L. cuprina no invalidaban el marcador, ya que
formaban dos grupos monofiléticos diferenciados y la variante hibrida esta-
ba geograficamente bien delimitada (Islas Hawaii) (STEVENS et al., 2002,
WELLS et al., 2007), aunque posteriormente apareciera en otros lugares.
Algunos autores interpretan esta variabilidad diferenciando morfolégica-
mente L. cuprina en dos subespecies, L. cuprina cuprina (cercana a L. serica-
ta), presente en Asia, Oceania, el Nuevo Mundo y Australia tropical, y L.
cuprina dorsalis (independiente), distribuida desde Africa hasta el oeste de
la India, Australia templada y Nueva Zelanda (WELLS et al., 2007, NELSON et
al., 2012). No obstante, la mayoria de los taxébnomos no reconocen estas
dos formas por no ajustarse a la realidad (WELLSs et al., 2007, NELSON et al.,
2012). Asi, de acuerdo con los resultados filogenéticos, la explicacién mas
sencilla podria ser la existencia de una forma pura y otra hibrida de L. cu-
prina (AMENDT et al., 2011). Sin embargo, aunque se ha comprobado que
estas dos especies pueden hibridar y producir descendencia fértil en condi-
ciones de laboratorio (bajo presién), no se ha demostrado que esto ocurra
en el medio natural (ULLYETT, 1945). Ademas, los resultados obtenidos
considerando genomas mitocondriales completos muestran un «barcode
gap» distintivo para los haplotipos hibridos (NELSON et al., 2012), lo que
anula la hipétesis de hibridacion. A la vista de los patrones filogenéticos
mitocondriales, algunos autores proponen como hipétesis mas razonable
un evento de hibridacién anterior al tltimo ancestro comun de las pobla-

CFOR, 12/2015 47



Maite GilArriortua, Marta I. Salonia-Bordas, Marian M. de Pancorbo

ciones de L. sericata (NELSON et al., 2012). Con esta ultima teoria se descar-
tan, también, los linajes incompletos que demandan una mayor tasa de
sustituciéon en el ADNnu que en el ADNmt (NELSON et al., 2012).

Por todo lo anterior, hay que destacar la conveniencia de combinar mar-
cadores mitocondriales y nucleares en los diagnésticos taxonémicos mole-
culares, no solo para mejorar la fiabilidad de los resultados, sino también,
para detectar hibridaciones y fenémenos de especiacién recientes o incom-
pletos.

En general, se dice que dos especimenes pertenecen a especies distintas
cuando su variabilidad es superior al 3% (AMENDT et al., 2011), mientras
que, la existente entre individuos de la misma especie puede superar, en
algunos casos, el 1% (AMENDT et al., 2011). Esto dltimo dependera de la
variabilidad geogrifica intra-especifica que exista (ALESSANDRINI et al.,
2008). Asi, incluso variaciones comprendidas entre el 1-3% no necesaria-
mente son indicativas de la presencia de especies diferentes (AMENDT et al.,
2011). Por ello, al igual que las estimaciones sobre el tiempo de desarrollo
se deben realizar desde una perspectiva local, para evitar imprecisiones los
estudios moleculares deben centrarse en la entomofauna regional caracte-
ristica (HARVEY et al., 2003, 2008), evitando realizar extrapolaciones que
podrian conducir a identificaciones erroneas (HARVEY et al., 2008). A pesar
del importante papel que desempena la entomologia molecular como apo-
yo en la resolucion de casos forenses (Tabla 6), el esfuerzo destinado a su
estudio ain es muy escaso, por lo que para algunas de las especies necroéfa-
gas conocidas pueden no encontrarse secuencias de referencia para un
determinado gen o, incluso, no estar presentes en las bases de datos, Gen-
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y/o BOLD (http://www.boldsys-
tems.org). Asi, el éxito del diagnéstico molecular dependerd tanto de la
representatividad, como de la fiabilidad de las secuencias recogidas en la
base de datos de referencia (WELLS & STEVENS, 2010). Por ello, la informa-
cién que contienen debe analizarse con cautela y suficiente visién critica,
considerando si las secuencias estan incluidas en publicaciones referencia-
das o si entre los autores hay expertos taxénomos que avalen la identifica-
ci6én indubitada de la especie referida, entre otros aspectos.

Tabla 6. Utilidades de la Identificacion de Insectos.

Identificacion Especifica de Insectos

Muertes Abusos o . o Transporte de
. . . Trafico ilicito .
violentas | Negligencias mercancias

Interpretacion de evidencias entomologicas

Estimacion IPM o PAI* Procedencia/Origen Circunstancias

Patrones de | Modelos de e . p . . .
. Distribucion | Climatologia | Estacionalidad | Desplazamiento
desarrollo sucesion

Busqueda de responsables

* IPM: Intervalo post-mortem; PAI: Periodo de actividad de los insectos.
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2.2. GENETICA DE POBLACIONES Y ANALISIS FILOGENETICO

En general, la entomologia forense centra la mayor parte de la investi-
gacion genética en la taxonomia y en la identificacién de especies, siendo
limitado el esfuerzo empleado para el estudio de las relaciones filogenéticas
y la genética de poblaciones. La razén de esta limitacién radica en que estos
andlisis requieren el tratamiento de una elevada cantidad de informacién
genética que, en principio, no es necesaria para la realizaciéon de los diag-
noésticos especificos. Sin embargo, estos estudios resultan fundamentales
por revelar informacién de gran importancia entomolégica. Asi, la variabi-
lidad genética entre poblaciones de una misma especie segun su distribu-
cién geografica podria introducir cambios, por ejemplo en la biologia del
desarrollo, que modificasen variables cruciales para la entomologia foren-
se, como pueden ser la tasa de desarrollo (WELLs & STEVENS, 2008, 2010)
o la temperatura basal. Ademas, la aparicion de diferencias genéticas carac-
teristicas de poblaciones ubicadas en regiones geograficas diferentes permi-
tiria la deteccion de desplazamientos post-mortem de un cadaver (WELLS &
STEVENS, 2008, 2010), del trafico ilegal de vehiculos o de otras mercancias,
de personas, etc.

Comunmente, el ADNmt se considera un buen candidato en los estu-
dios filogenéticos por varias caracteristicas de las que carecen los genes
nucleares (Luiz, 2000), entre otras, la herencia via materna (KoNDO et al.,
1990, GYLLESTEIN et al., 1991), la ausencia de recombinacion genética
(CrLayTON, 1992), el elevado nimero de copias en la célula (RoBIN &
WONG, 1988) o la alta tasa de mutacién que implica una rapida evolucién
de la secuencia nucleotidica (BROWN et al., 1979). Asi, los genes mitocon-
driales son muy utiles y altamente efectivos en la identificacién de especi-
menes desconocidos, ya que ésta se realiza con un pequeno numero de
diferencias genéticas (SPERLING & HICKEY, 1994, WELLS ef al., 2001a, HER-
BERT el al., 2003). Ademas, las caracteristicas genéticas de estos marcadores
también se pueden utilizar para definir los diferentes linajes mitocondriales
que caracterizan la estructura poblacional. Es sabido que la informacién
que aportan los analisis moleculares es fundamental para la comprension,
en profundidad, de las relaciones filogenéticas (BLAIR & HEDGES, 2005,
REGIER et al., 2005), y que éstas se basan fundamentalmente en la separa-
ci6én de clados monofiléticos (HARVEY et al., 2008). Sin embargo, en ocasio-
nes, los marcadores mitocondriales no proporcionan la suficiente resolu-
cién para establecer patrones evolutivos y de genética de poblaciones, ya
que la delimitacién de una especie o de una poblacién requiere de infor-
macién procedente de muchas fuentes diferentes, como morfologia, etio-
logia, patrones de desarrollo y multiples marcadores moleculares, tanto
mitocondriales como nucleares (FUNK & OMLAND, 2003, DAYRAT, 2005).
En estos casos, son los genes nucleares los que ofrecen una mayor resolu-
cién, permitiendo incluso la deteccion de especies cripticas. Ademas, gene-
ralmente en taxones animales, el ADNnu es el de mayor utilidad para la
diferenciacién poblacional (WELLS & STEVENS, 2010).
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En este contexto, la genética de poblaciones en insectos con interés eco-
némico, como las abejas polinizadoras y productoras de miel, o sanitario,
como los chinches y mosquitos vectores de enfermedades, se encuentra muy
desarrollada. En concreto, la historia evolutiva y la estructura poblacional de
la abeja Apis mellifera se conoce en profundidad, estando sus marcadores po-
blacionales bien definidos. Asimismo, tanto en apicultura como en pesqueria
se llevan a cabo, de forma rutinaria, planes de conservacién y seleccién para
la gestion de los recursos existentes y el mantenimiento de las especies autoc-
tonas (DE LA ROA et al., 2001, MANEL et al., 2005, WELLS & STEVENS, 2008).
Sin embargo, en el ambito de la entomologia forense este campo estd atn sin
desarrollar. En general, se asume que existe una poblacién homogénea en la
que los individuos se entrecruzan aleatoriamente (WELLS & STEVENS, 2008).
La razén fundamental que puede dificultar la existencia de una estructura
genética poblacional definida es el considerable flujo génico y la falta de
aislamiento geografico que presentan (P1CARD & WELLS, 2010). Asi, un indi-
viduo adulto (diptero necréfago) puede recorrer grandes distancias en un
mismo dia (WALL, 1993, NELSON et al., 2007, WELLS & STEVENS, 2008, PICARD
& WELLS, 2010). Sin embargo, también pueden observarse adaptaciones a
ambientes locales, como la clina latitudinal en la respuesta a la diapausa de
la familia Sarcophagidae (KuraHAsHI & OHTAKI, 1989). En general, la ma-
yoria de los estudios poblacionales realizados en insectos estin basados en
regiones codificantes de ADNmt, que probablemente se encuentren dema-
siado conservadas como para acumular este tipo de variabilidad genética
(WELLS & STEVENS, 2010). Asi, aunque algunos autores dicen haber detecta-
do, para el COI barcodey otros genes mitocondriales, una relacién entre dis-
tancia geografica y divergencia genética en algunas poblaciones, lo cierto es
que habitualmente ésta no es significativa.

Comunmente, los genotipos hipervariables, es decir, los que tienden a
variar intra-especificamente, son los habitualmente utilizados para inferir
eventos evolutivos pasados y conocer el comportamiento poblacional actual
(WEIR, 1996). Asi, los marcadores de linaje mitocondrial, como la region
control (hipervariable), son los habitualmente utilizados en genética de
poblaciones para determinar el origen filogeografico, teniendo en cuenta
los linajes caracteristicos definidos para cada region (Luiz, 2000). Por su
parte, los loci microsatélites (STRs), marcadores de ADNnu, se han utiliza-
do ampliamente para estimar el flujo génico en animales vertebrados
(WELLS & STEVENS, 2008, 2010). Sin embargo, el desarrollo de paneles de
estos marcadores para grupos de insectos, como los dipteros necréfagos, es
muy lento, al ser mucho menor su frecuencia en el genoma de artrépodos
que en el de vertebrados (J1 et al., 2003, WELLS & STEVENS, 2008, 2010),
siendo su localizacion, también, mucho mas costosa. A pesar de ello, se han
desarrollado paneles de STRs para algunas especies de dipteros califéridos
de Europa y Brasil (L. illustris, L. sericata'y Cochliomyia hominivorax) (HARTL
& Lozovskaya, 1994, FLORIN & GYLLENSTRAND, 2002, TORRES et al., 2004,
2005). No obstante, requieren una adaptacion regional y, de momento, no
son aplicables de forma global (WELLS & StEVENS, 2010).
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Finalmente, se debe comentar, que desde un punto de vista evolutivo, el
andlisis de pequenas regiones cromosémicas en diferentes especies propor-
ciona informacién sobre las fuerzas evolutivas que influyen en la localiza-
cion, el orden y la distancia de los genes en los cromosomas (HARTL &
Lozovskaya, 1994). Asimismo, la comparaciéon de mapas fisicos de cromo-
somas completos de diferentes especies permite estimar las tasas y patrones
de evolucion cromos6mica y reconstruir la organizaciéon de genomas ances-
trales (DEVOs & GALE, 2000). Segun algunos autores, las tasas de evoluciéon
cromosomica pueden variar, incluso, entre cromosomas de una misma es-
pecie (RIcE, 1984, CHARLESWORTH ¢t al., 1987).

2.3. ANALISIS DEL CONTENIDO DIGESTIVO DE INSECTOS

Desde una perspectiva forense, algunas de las estrategias de alimentacion
que los insectos han desarrollado a lo largo de su evolucién, como la necrofa-
gia, la miasis o la hematofagia, pueden ser cruciales para la resolucién de las
investigaciones criminales. Mientras que los insectos necréfagos que se encuen-
tran asociados a procesos de reduccion cadavérica ocupan un lugar principal
en las estimaciones forenses (D1 LUISE et al., 2008), los insectos miasicos que se
desarrollan en individuos vivos juegan en desventaja y, normalmente, no se les
confiere la importancia que merecen. Asimismo, los insectos hematéfagos,
cuya dieta es basicamente la sangre de vertebrados vivos, suelen obviarse, bien
por desconocimiento o bien por la dificultad de su deteccion.

Segun la estrategia de alimentacion, el analisis del contenido digestivo
de los insectos presenta, entre otros, los siguientes usos potenciales (Tabla
7): en insectos necrofagos inmaduros, permite relacionar el cadaver con un
lugar concreto y detectar desplazamientos post-mortem (D1 LUISE et al., 2008,
Konbakct et al., 2009, WELLS & STEVENS, 2010); en insectos midsicos inma-
duros, posibilita la identificacion de la victima y revela negligencias médicas
o abandonos, normalmente asociados a individuos dependientes (ninos,
ancianos, enfermos, etc.) (AMENDT et al., 2011); en insectos hematéfagos
adultos (mosquitos, piojos, ladillas, chinches, pulgas, etc.), puede ubicar a
un sujeto (victima o sospechoso) en un entorno, si se localizan en un lugar
concreto, o relacionarlo con la victima, si se ha producido una transferen-
cia durante episodios de abusos o malos tratos (LORD et al., 1998, MumMcuo-
GLU et al., 2004, Curic et al., 2014).

Tabla 7. Utilidades de la identificacién humana a partir del contenido digestivo
de insectos.

IDENTIFICACION INDIVIDUAL HUMANA
Muertes Violentas, Abusos o Negligencias asociadas a casos de miasis

Inmaduros necréfagos Adultos hematé6fagos
En un lugar En la victima En la victima
En un lugar
(Coche, casa, (Post-mortem/ L (Post-mortem/
(Habitacion, etc.)
etc.) Ante-mortem) Ante-mortem)
Conexion con Identificacion Conexion con

Identificacion Sospechoso

Victima/Cadaver | Victima/Cadaver Sospechoso/Victima

Calliphoridae, Sarcophagidae, etc. | Chinches, mosquitos, etc. | Piojos, ladillas, pulgas, etc.
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Una de las etapas decisivas para lograr extraer ADN de calidad del conte-
nido digestivo del insecto es la detencion del proceso de digestion que esta
teniendo lugar mediante el inmediato sacrificio y una adecuada preservacion
(D1 Luisk et al., 2008, KONDAKCI et al., 2009, GARIEPY et al., 2012). En gene-
ral, la tasa de digestion varia entre grupos de insectos, y depende de factores
ambientales, fisiologicos y etolégicos (GARIEPY et al., 2012). Hay que conside-
rar que las larvas de diptero metabolizan rapidamente (en horas) el alimento
almacenado en situaciones de ayuno (LINVILLE ¢/ al., 2004). Por el contrario,
en mosquitos se ha demostrado que las identificaciones individuales median-
te STRs son viables incluso tres dias después de haberse producido la dltima
ingestion de sangre (CURicC et al., 2014). En general, lo recomendado es sa-
crificar, lo antes posible, el espécimen mediante congelacion a -20 °C (Tabla
8) (LINVILLE et al., 2004, D1 LUISE et al., 2008, KONDAKCI et al., 2009).

Tabla 8. Modo 6ptimo de preservacion segun las caracteristicas del vestigio.

TIPO DE MUESTRA MODO DE SACRIFICIO MODO DE PRESERVACION
Inmaduros
-20°C (en seco) -20 6 -80°C (en seco)
Adultos

En el caso de individuos inmaduros necréfagos, tendremos en cuenta,
ademas, la existencia de una digestion pre-oral parcial que se lleva a cabo
mediante la secrecion de enzimas al medio. Estas enzimas fluidifican los
tejidos facilitando su ingestion y su posterior almacenamiento en el buche
(en inglés crop), hasta que tenga lugar la digestion (WELLS et al., 2001b,
LINVILLE et al., 2004, ZEBNER et al., 2004). En estos casos, algunos autores
recomiendan realizar la diseccién de la larva, el aislamiento del buche y
la extraccién del ADN del contenido digestivo en las 24 horas inmediatas
a su recogida para prevenir la degradacién (Figura 12) (CouLsoON et al.,

Figura 12. Diseccion de inmaduros necréfagos para el aislamiento del buche.
a) Inmaduro completo, b) Buche y ¢) Diseccion para extraccion del buche.
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1990, LINVILLE et al., 2004). Conviene mencionar que las propiedades
desnaturalizantes del alcohol diluido y otros fijadores, habitualmente uti-
lizados en la preservacion de larvas, influyen negativamente en la calidad
del ADN y reducen el éxito en la obtencion de los perfiles genéticos (D1
LUISE et al., 2008).

Actualmente, la identificacién individual humana se realiza de forma
rutinaria mediante el analisis de una bateria de loci STRs establecidos. Los
loct STR son secuencias cortas repetidas en taindem que se encuentran si-
tuadas en regiones altamente polimorficas del ADNnu. Dado que dichas
repeticiones no se encuentran conservadas intra-especificamente, cada
individuo presenta un numero caracteristico de unidades de repeticiéon
que permite la identificacion individual. Para el anadlisis de los STRs se
utilizan convencionalmente kits comerciales, como pueden ser el Am-
pFLSTR® Identifiler® (con amplificados de STRs de mayor tamano),
para el analisis de ADN en buen estado, o el AmpF{STR® MiniFiler™
(con amplificados de STRs de menor tamano), para ADN degradado
(SANCHEZ et al., 2006, D1 LUISE et al., 2008, KoNDAKCI et al., 2009, CURIC
et al., 2014). Sin embargo, en muestras altamente degradadas, cuyo ADN
puede estar muy fragmentado o ser escaso, la integridad de las secuencias
requeridas para amplificar los STRs puede verse comprometida. En los
ultimos anos, para acometer la identificacion individual humana con estas
muestras problemadticas se estan desarrollando paneles de SNPs nucleares
altamente polimoérficos (SANCHEZ et al., 2006, KONDAKCI et al., 2009), cuya
exitosa aplicacion puede propiciar que, en un corto periodo de tiempo,
se utilicen de forma complementaria o como alternativa a los STRs tradi-
cionales.

Por otro lado, cuando el interés se centra, exclusivamente, en la identi-
ficacion a nivel especifico de los animales vertebrados, fuente de alimento
mas frecuente de las larvas de dipteros, es el gen mitocondrial Cyt-b el que,
habitualmente, se analiza en los laboratorio forenses (PARSON et al., 2000,
WELLS & STEVENS, 2010). Sin embargo, hay que mencionar que la crecien-
te avalancha de informacién generada para el marcador COI barcode con el
desarrollo del «DNA barcode of life project», seguramente favorecera la utiliza-
ci6én de este locus como herramienta diagnostica molecular en las investiga-
ciones forenses.

2.4. EsTupI1OS DE EXPRESION GENICA

Casi la totalidad de la informacién expuesta hasta el momento, se ha
referido al analisis de ADN (ADNnu y ADNmt), desde un enfoque princi-
palmente de diagnostico o de caracterizacion. Sin embargo, en la actuali-
dad, el acido ribonucleico (ARN) esta siendo frecuentemente utilizado en
estudios sobre expresion génica para revelar los genes activos en el momen-
to de procesado de una muestra de tejido (ARBEITMAN et al., 2002). Hay
que considerar que segun el tipo celular y el momento de desarrollo, el
contenido de ARN mensajero (ARNm) es diferente y inico (AMENDT e al.,

CFOR, 12/2015 53



Maite GilArriortua, Marta I. Salonia-Bordas, Marian M. de Pancorbo

2011, BUTLER, 2012). Ademas, cada perfil de ARNm ofrece la oportunidad
de desarrollar ensayos tejido-especificos enfocados a la deteccion de genes
concretos (BUTLER, 2012). En el ambito de la entomologia forense, la apli-
cacion mas directa de los estudios de expresion génica es el establecimien-
to de modelos mas precisos de los estadios de desarrollo de los califéridos
de interés forense, que incrementen la precisiéon de las estimaciones del

PAI, o IPM (WELLS & STEVENS, 2010).

En este sentido, se sabe que durante el desarrollo post-embrionario,
desde larva hasta la emergencia del adulto, el insecto esta sometido a gran-
des cambios (CHARLES, 2010), tanto en forma como en tamano. Estos cam-
bios externos son los que, tradicionalmente, se utilizan en la estimacién de
la edad del espécimen (WELLS & STEVENS, 2010). Desafortunadamente, la
deteccion de cambios morfolégicos ttiles es bastante compleja, y todavia no
estan definidos para la mayor parte del ciclo de vida, lo que puede introdu-
cir incertidumbre en las estimaciones (WELLS & STEVENS, 2010). El mayor
dilema se plantea cuando el inmaduro alcanza su tamano maximo durante
el tercer estadio larvario (LIII), y entra en fase migratoria (GREENBERG &
KunicH, 2002). Durante este periodo, que puede ser tan prolongado como
la mitad de la vida de la larva, ésta disminuye de tamano mientras se prepa-
rara para pupar (prepupa) (GREENBERG & KuNicH, 2002). Asi, en el inicio
y final de la fase LIII podemos encontrar coincidencias de tamano, que
dificulten la diferenciacion entre la larva en fase de crecimiento activo o en
fase migratoria (WELLS & STEVENS, 2010, AMENDT et al., 2011). Ademas,
una vez inicia la fase pupa, hay un estancamiento en el que no se producen
cambios morfolégicos externos (AMENDT et al., 2011). Otros criterios, como
los cambios en sus 6rganos internos podrian ser de utilidad, pero todavia
no estan claramente establecidos (WELLS & STEVENS, 2010, GREENBERG &
Kunich, 2002).

En insectos holometabolos, con metamorfosis completa como los calif6-
ridos, las células epidérmicas se encuentran en continua actividad sinteti-
zando cuticulas diferentes segun el estadio de desarrollo (larva, pupay
adulto) (CHARLES, 2010). Esta capa externa, compuesta por fibras de quiti-
nay proteinas cuticulares, modifica sus propiedades fisicas al variar su com-
posicion durante la vida del insecto, siendo flexible en la fase larvaria y ri-
gida en la fase pupa o adulta, asi como segin la regién anatémica
considerada (CHARLES, 2010). Por ejemplo, los inmaduros presentan cuti-
cula dura en las piezas bucales y cuticula flexible en la superficie del cuer-
po, debido a su modo de locomociéon (CHARLES, 2010). Por todo ello, los
genes que codifican para las proteinas cuticulares son de gran interés para
el establecimiento de patrones de desarrollo de insectos que relacionen la
diferenciacién celular tejido-especifica con un determinado periodo de
tiempo transcurrido (CHARLES, 2010). Estudios en la especie L. sericata han
demostrado que se pueden establecer patrones de expresion génica en
funcién de la edad, utilizando la variacion en la expresion del ARNm (Ta-
RONE et al., 2007). Asimismo, en otros insectos, estudios realizados sobre la
regulacion hormonal de los genes de las proteinas cuticulares revelaron
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notables diferencias en la expresion génica segun la etapa de desarrollo
(Figura 13) (CHARLES, 2010).

Ll Lin Pupa Adulto

Prepupa
Sintesis de

cuticula -

Esteroides
ue
intervienen
en las
ecdisis

Genes
cuticulares |l

Factores de
transcripcion

Figura 13. Representacion simplificada de los periodos de sintesis de cuticula

y de los esteroides que intervienen en la ecdisis, durante el desarrollo larvario

y la metamorfosis de Drosophila, y que se solapan con los periodos de expresion

de los genes cuticulares y la activacion de los factores de transcripcion.
Adaptado de CHARLES, 2010.

En un futuro préximo, la aplicacién de estos estudios permitira in-
crementar, considerablemente, la fiabilidad que una evidencia entomo-
légica ofrece para la estimacién del tiempo de desarrollo en los perio-
dos criticos preimaginales, como la fase migratoria o la fase pupa,
utilizados habitualmente en el calculo del IPM minimo (WELLS & STE-
VENS, 2010).

Por ultimo, hay que mencionar que la metodologia de trabajo con
ARN difiere notablemente de la aplicada tradicionalmente para el ADN
(Figura 14). Esta requiere la adaptacion de los protocolos de extraccion
convencionales para la coextraccion de ARN y ADN (ALVAREZ et al.,
2004). Ademas, al ser el ARN una estructura de cadena simple, es quimi-
camente mas inestable y mas facilmente degradable por las enzimas diges-
tivas que el ADN (Juusora & BALLANTYNE, 2007). Por ello, uno de los
aspectos criticos es la preservacién del mismo en los especimenes. Sin
embargo, algunos marcadores de ARNm utilizados en sangre y saliva hu-
mana, parecen presentar una elevada resistencia a la degradacién, pro-
porcionando resultados satisfactorios en vestigios de, incluso, 16 anos de
antigiiedad (ZuBakov et al., 2009). El objetivo principal es determinar la
cantidad de un ARNm concreto por lo que, tras la extraccién, se lleva a
cabo la transcripcién inversa a ADN complementario (ADNc) y se cuanti-
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fica por electroforesis (JuusoLA & BALLANTYNE, 2007, FLEMING & HARBI-
soN, 2010) o PCR a tiempo real (NOREAULT-CONTI & BUEL, 2007, HAAS et
al., 2009, AMENDT et al., 2011).

ARN

Transcriptasa
inversa

ADNc

Cuantificacion

PCR a tiempo real Electroforesis capilar

Figura 14. Metodologia de analisis de ARN. Adaptado de BUTLER, 2012.

3. PERSPECTIVAS EN ENTOMOLOGIA MOLECULAR

En resumen, la entomologia forense esta adquiriendo cada vez mayor
relevancia a nivel mundial como apoyo en la resolucién de investigacio-
nes forenses. En Norteamérica y otros paises anglosajones, los estudios
entomolégicos estdn mds avanzados por la tradicional colaboracién exis-
tente entre entomologos y cuerpos judiciales. Sin embargo, en Sudaméri-
cay en paises como Espana, todavia queda mucho trabajo por realizar.
Aunque, los progresos efectuados indican un importante desarrollo en
este campo, la aplicacion generalizada de esta disciplina a nivel regional
(continente, pais, etc.) sigue siendo complicada, debido especialmente a
la escasa colaboracién entre instituciones y a la escasez de investigacion
bdsica necesaria para el adecuado conocimiento de la fauna necréfaga
caracteristica de cada territorio. Por ello, la paulatina incorporacién de
esta disciplina forense a las investigaciones legales requiere la realizacion
paralela de estudios de ecologia, biologia, taxonomia y sistematica, que
permitan conocer, entre otros aspectos, la distribucién geografica y esta-
cional de la fauna cadavérica en los diferentes bioclimas y sus tiempos de
desarrollo caracteristicos. Para ello, es necesaria la elaboracién de mapas
de distribucién, matrices y curvas de crecimiento de las principales espe-
cies utilizadas como indicadores forenses, asi como la aplicacién de mo-
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delos matematicos que agilicen y garanticen la calidad del peritaje. Com-
plementariamente, la correcta identificaciéon taxonémica de individuos,
tanto adultos como larvas, encontrados en un cuerpo y/o en el lugar de
un suceso es un paso crucial para que el curso de la investigacion sea le-
gitimo (MALGORN & CoQuoz, 1999). Asi, resulta fundamental disponer
de herramientas para la correcta identificacién de las especies de insectos
necroéfagos mas representativas, que hagan posible la estimacioén precisa
del tiempo y lugar del suceso.

En general, es necesario el diseno y desarrollo de procedimientos ac-
tualizados, incorporando tecnologias y conocimientos de ultima genera-
cion, tanto para mejorar la fiabilidad, rapidez y objetividad de los analisis,
como para reducir sus costes. El imparable progreso tecnolégico esta pro-
piciando la evolucién, incluso, de la entomologia mads tradicional, la mor-
folégica, en la que estan surgiendo nuevos campos, como la entomologia
forense virtual. Este dltimo, ain en proceso de desarrollo, incorpora la
micro-tomografia computerizada, por ejemplo, para describir los cambios
anatoémicos internos que se suceden durante la metamorfosis (RICHARDS
et al., 2012), aplicable en la estimacion precisa del IPM. Por su parte, la
entomologia molecular no se limita a la introduccién de las técnicas de
genotipado emergentes, como el HRM, la pirosecuenciacién o la secuen-
ciacién a gran escala (NGS). Por ello, se han comenzado a explorar nue-
vos horizontes incorporando tecnologias ampliamente establecidas en
otras disciplinas forenses, como la cromatografia de gases acoplada a la
espectrometria de masas, y cuyo objetivo no es el andlisis del material
genético sino el de los hidrocarburos cuticulares y los compuestos organi-
cos volatiles asociados (FREDERICKX et al., 2012, BRAGA et al., 2013). Algu-
nos estudios han revelado que éstos pueden variar en funcién de factores
genéticos (edad, sexo, etc.), medioambientales (alimentacion, temperatu-
ra, etc.), o geoclimaticos (LIANG & SILVERMAN, 2000, ROUAULT et al.,
2000, DrijrHOUT, 2010, FREDERICKX et al., 2012). Asi, en C. vicina los
perfiles de los compuestos orgdnicos voldtiles han mostrado variabilidad
en composicion y cantidad en funcién de la edad (larvas/pupas) (FREDE-
RICKX et al., 2012). Ademas, los hidrocarburos cuticulares han demostra-
do ser de interés para la discriminacion de especies estrechamente rela-
cionadas o poblaciones complejas en algunos insectos como cucarachas
(CLARSON & BRENNER, 1988, EVERAERTS et al., 1997), y mosquitos (PHI-
LLIPS et al., 1990, HORNE & PRIESTMANN, 2002). Mas recientemente, estos
hidrocarburos se han utilizado para la diferenciacién taxonémica de dip-
teros necréfagos de géneros o familias distintos (YE et al., 2007, BRAGA et
al., 2013). Sin embargo, aunque estas nuevas tendencias abren nuevos
horizontes por su gran potencial y aplicabilidad, bien en la estimacién del
IPM bien en el diagnéstico especifico, aun les queda mucho camino por
recorrer hasta estar formalmente establecidas en el ambito de la entomo-
logia forense.
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Resumen: Se presenta la secuenciacion del gen de la citocromo oxidasa
I (COI) de poblaciones espanolas de Sarcophaga tibialis (MACQUART, 1850)
y Sarcophaga cullellata Pandellé, 1896, dos especies con interés forense, que
fueron previamente identificadas empleando otros criterios. S. tibialis esta
relacionada con Sarcophaga dux Thomson, 1869 dentro del subgénero Lio-
sarcophaga, mientras que S. cultellata esta relacionada con Sarcophaga crassi-
palpis MACQUART, 1839 dentro del subgénero Liopygia. Los resultados per-
miten identificar estados preimaginales, adultos y restos de ambas especies
procedentes de casos forenses.

El analisis de nuestros resultados moleculares en relacion a los datos de
61 especies del género Sarcophaga extraidos de las bases de datos GenBank
y BOLD, mostr6 una correspondencia aceptable entre la identificacion
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previa y la derivada del estudio molecular. La mayor correspondencia (99%
de éxito) se obtuvo con umbrales elevados del parametro Kp2 (10,55%),
mientras que con umbrales inferiores (5,02%) la correspondencia descen-
di6 al 94%. Aunque se trata de un andlisis preliminar, se advierte que la
divisién actual de Sarcophaga en subgéneros tiene que ser revisada, ya que
algunos de ellos parecen ser polifiléticos.

Palabras clave: Citocromo oxidasa I, ciencia forense, entomologia foren-
se, Sarcophaga cultellata, Sarcophaga tibialis, identificacion especifica.

Abstract: COI barcoding sequence of two species of forensic interest,
Sarcophaga tibialis (MACQUART, 1850) and Sarcophaga cultellata Pandellé,
1896, from Spain has been determined. Both species were successfully
identified under different criteria. S. tibialis was related to Sarcophaga dux
Thomson, 1869, within the subgenus Liosarcophaga, whereas S. cultellata
was related to Sarcophaga crassipalpis Macquart, 1839, within the subgenus
Liopygia. This study provides a good tool to identify preimaginal stages,
male and female adults, and the remnants of these two species for foren-
sic purposes.

A first analysis of 61 species of the genus Sarcophaga with all available
information obtained from GenBank and BOLD databases, showed that
success in correct identification raised up to 94 and 99% under different
threshold values of the Kp2 parameter. This analysis also showed that cu-
rrent division of Sarcophaga into subgenera is worth to be revised as many of
these subgenera might be polyphyletic.

Key words: Cytochrome oxidase I, forensic science, forensic entomolo-
gy, Sarcophaga cultellata, Sarcophaga tibialis, species identification.

1. INTRODUCTION

Forensic entomology deals with entomological evidence that is relevant in
legal cases, particularly those related to corpses. Proper identification of evi-
dence is crucial as a misidentification may lead to inaccurate and erroneous
conclusions of potentially dramatic consequences. Identification is usually
made on the basis of morphological characters observed on adults and com-
piled in identification keys. However, morphological characters are someti-
mes difficult to be observed or do not provide a good discrimination among
related taxa (SMiTH, 1986, GENNARD, 2007, WELLS & STEVENS, 2010).

To the difficulty of identifying entomological evidence it should be
added that when dealing with a cadaver, usually preimaginal insect stages
are involved making the species identification more difficult due to the lack
of adequate keys based on larval characters; in some instances these preima-
ginal stages are yet unknown (GREENBERG & KuNICH, 2002, GENNARD,
2007, BYRD & CASTNER, 2010). A major advance for solving this problem
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has been the publication of identification keys based on larval morphology
(VELASQUEZ et al., 2010), although these are only valid for few species.

To solve this problem some molecular techniques have been developed
to provide an alternative to morphological identification. DNA barcoding,
as proposed by HEBERT et al. (2003), uses DNA to identify unknown sample
in terms of a known classification (KRESs et al., 2005). Dipterists were among
the first systematists to extensively use DNA sequences for species identifi-
cation and delimitation, as the order Diptera contains a large number of
economically and forensically important species, of which many are diffi-
cult to identify using traditional methods (MEIER & ZHANG, 2009).

A wide variety of molecular markers has been used in Diptera (WELLS &
STEVENS 2008), but the best taxon coverage is available for the mitochon-
drial COI gene, which is the standard for DNA barcoding (MEIER et al.,
2009). Despite opinions, such as that of WiLL & RuBINOFF (2004) disa-
greeing with using this analytical method, and some failures in preliminary
studies on Dipteran taxa (MEIER et al., 2006), recent research has shown
that DNA barcoding is an effective tool to correctly assign DNA sequences
to described species (e.g. VINCENT et al., 2000, WELLS et al., 2001, HARVEY
2003, ZEHNER, 2004, AMES et al., 2006a, b, SMITH el al., 2006, 2007, NELSON
et al., 2007, MEIER & ZHANG, 2009, CYWINSKA et al., 2010, Guo et al., 2010b,
TaN, 2010, ALFrRED, 2011, DarTON & KOTZE, 2011, JINBO €f al., 2011,
MEIKLEJOHN et al., 2012). Following DAWNAY ¢t al. (2007), COI gene has
sufficiently discrimination and consistently identifies species where authen-
ticated reference sequence data exist.

Sarcophagidae is a worldwide distributed dipteran family which includes
common members of the sarcosaprophagous fauna, as many of their spe-
cies develop in excrement, carrion and other media related to forensic is-
sues (SM1TH, 1986, POVOLNY & VERVES, 1997). These flies can be found
associated with carcasses throughout both the early and late stages of de-
composition (BYRD & CASTNER, 2010) and therefore have characteristics
that make them ideal forensic indicators. However, their utility is severely
hampered due to their complex taxonomic framework, the difficulties met
in species identification and the lack of enough trained taxonomists (i.e.
the taxonomic impediment) (WELLS et al., 2001). In fact, Sarcophagidae
flies are notoriously difficult to identify because of their highly similar mor-
phological appearance and that task often requires the study of male geni-
talia; for many sarcophagid species only adult males can be certainly iden-
tified (Guo et al., 2011). However, female genitalia do not include valuable
taxonomic characters and thus females are frequently identified in relation
to co-occurring males (PRADO E CASTRO et al., 2010).

To date, there are not many DNA barcoding studies related to sarcopha-
gid flies (e.g. DRABER-MONKO et al., 2009, ALFRED, 2011, MEIKLEJORN et al.,
2011, STAMPER et al., 2013) although several studies have dealt with DNA
based identification (e.g. KivosHrI et al., 2005, CAINE et al., 2009, HALL et al.,
2009, Guo et al., 2010a, b, TAN et al., 2010) or phylogenetic relationships
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among lineages of this family based on molecular data (WELLS et al., 2001,
ZEHNER el al., 2004, Bajpar & TEwarr, 2010, KuTty et al., 2010).

The knowledge of local fauna is very useful in forensic investigations
because data from other regions, which may have both different environ-
mental and fauna characteristics, may not provide a sufficient degree of
accuracy (ARNALDOS et al., 2004). Although the faunistic knowledge is in-
creasing in the Iberian Peninsula (e.g. ARNALDOS ef al., 2001, ARNALDOS et
al., 2004, ARNALDOS et al., 2005, PRADO E CASTRO, 2009, PRADO E CASTRO
et al., 2010, PRADO E CASTRO et al., 2011a,b) molecular data available with
respect to the sarcophagid flies are very limited. In fact there are no records
for analysing sequences of the COI gene of flesh flies from Spain. In the
Iberian Peninsula sarcophagid species are commonly related to corpses
(CAsTILLO MIRALBES, 2002, ROMERA ¢t al., 2003, CAINE et al., 2009, PRADO
E CASTRO et al., 2010). Some of their species have been referred from hu-
man cadavers (VELASQUEZ et al., 2010) and are taxa of forensic interest.
Among them there are Sarcophaga tibialis (MACQUART, 1851) and S. cultella-
ta (Pandellé, 1896). Males of both species are easily recognizable on the
basis of their genitalia characters (see below Figures 1 and 2).

Sarcophaga tibialis is widely distributed in the Palaearctic, Afrotropical,
Oriental, Australasian and Oceanian regions (PAPE, 1996, RICHET ¢! al.,
2011) while S. cultellata is mainly restricted to Mediterranean areas from
France, Italy and Spain (PapE, 1996, RICHET et al., 2011). The biology of
Sarcophaga cultellata is almost unknown (ROMERA et al., 2003, ARNALDOS el
al., 2013), Sarcophaga tibialis tends towards synanthropy (PovoLNY & VER-
VES, 1997), its larvae develop in carcasses and faeces (Asroas 1991) and
cause traumatic dermal myiasis (ZumpT, 1965). This species has potentially
significance in forensic investigation and as vector of disease (ZumpPT &
PATTERSON, 1952). It has already been sequenced (ZEHNER et al., 2004) but

Figura 1. Genitalia de los ejemplares macho de Sarcophaga tibialis utilizados en este
trabajo; a: distifalo segiin PERIs et al. (1999).
Figure 1. Male genitalia of Sarcophaga tibialis from a specimen used in this study;
a: distiphallus from PERris et al. (1999).
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Figura 2. Genitalia de los ejemplares macho de Sarcophaga cultellata utilizados en
este trabajo; a: distifalo segin PERIS et al. (1999).
Figure 2. Male genitalia of Sarcophaga cultellata from a specimen used in this study;
a: distiphallus from PERIS et al. (1999).

the fragment analyzed does not correspond to the part of the COI gene
usually considered for DNA barcoding.

Here we present barcoding data of S. cultellata and S. tibialis, as part of a
study aimed to develop a library of barcodes of sarcophagid flies inhabiting
Southeast Spain, which can be used for forensic purposes. DNA barcodes
of the two species are provided to enable accurate identification of their
larval stages, as well as the females. These data are useful as the major limi-
tation to species identification is the lack of authenticated reference DNA
sequence data (DAWNAY et al., 2007).

2. MATERIALS AND METHODS

Specimens were obtained from laboratory breeding colonies maintai-
ned at a temperature of 25 °C and relative humidity of 50%. These colonies
were established from wild specimens of S. cultellata captured in Sierra Es-
puna (Murcia, SE Spain) and S. tibialis captured in the University Campus
of Murcia (SE Spain). Samples were frozen and conserved in absolute etha-
nol. DNA data of related taxa Sarcophaga crassipalpis Macquart, 1839, S. rufi-
cornis (FABRICIUS, 1794), S. argyrostoma (ROBINEAU-DESVOIDY, 1830), S.
princeps WIEDEMANN, 1830, S. portschinskyi (ROHDENDORF, 1937), S. dux
THOMSON, 1869 and S. misera WALKER, 1849 (= S. orchidea BOTTCHER, 1913),
and of other members of this genus were obtained from BOLD and Gen-
bank databases and used to interpreting barcode results of the studied spe-
cies. Accession numbers of these sequences are indicated besides the spe-
cies name in Figure 3.
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Figura 3. Arbol de consenso del

50% derivado del anilisis de

Neighbor-Joining (N]) aplicado

a las secuencias del gen COI en
el género Sarcophaga.

Figure 3. 50% of the majority
consensus tree resulting from
the NJ analysis of COI sequence
of taxa of the genus Sarcophaga.
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Figura 3. (continuacién) Arbol

de consenso del 50% derivado

del anadlisis de Neighbor-Joining

(NJ) aplicado a las secuencias

del gen COI en el género Sar-
cophaga.

Figure 3. (continued) 50% of

the majority consensus tree

resulting from the NJ analysis of

COI sequence of taxa of the
genus Sarcophaga.
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Genomic DNA from 4 adult specimens of these two species was extrac-
ted using the thorax and legs tissues with Invisorb spin tissue mini kit (Ber-
lin, Germany).

A barcoding COI region was amplified with primers LCO1490 (5'- GG-
TCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") and HCO2198 (5'-TAAACTTCA-
GGGTGACCAAAAA ATCA-3") (FOLMER et al., 1994) using standard PCR
conditions as described in Ruiz, SERRANO (2006): 40 cycles at 94°C for 1
min, annealing at 47 °C for 1min and extension of 72°C for 2 min. An am-
plicon of about 650 bp was obtained and purified with isopropanol and 5M
ammonium acetate. Sequencing was performed in both directions using
standard protocol for the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems).

Sequences were edited and unambiguously aligned using the software
MEGA v4.0 (TAMURA et al., 2007). A first dataset was built up using all se-
quences of the genus Sarcophaga available from GenBank and BOLD data-
bases (the FULL dataset). As sequences from GenBank are known to inclu-
de misidentified species (e.g. HARRIS, 2003, HEBERT, 2003, VILGALYS,
2003), a second data set was built up using only BOLD sequences (BOLD
dataset). We also considered species with at least 2 or 3 specimens and rea-
nalyzed the data using a subset of original datasets (FULL2, FULL3, BOLD2
and BOLD3) (Table I).

The proportion of correct matches followed the three distance-based
identification criteria described by MEIER et al. (2004). These were the Best
Match (BM), Best Close Match (BCM) and All Species Barcodes (ASB).
The distance below which 95% of all intraspecific distances are found was
used as cut-off. These parameters were calculated using TaxonDNA v1.7
(MEIER et al., 2004).

A NJ tree was calculated with MEGA 4.0 (2000 bootstrap) using the mo-
del of Kimura 2-parameter (K2P) that has become the metric most widely
used in barcoding studies (CBOL, http://www.barcoding.si.edu/protocols.
html). A bayesian analysis was carried out to infer the phylogenetic relation-
ships between taxa with MrBayes v.3.1.(RONQUIST & HUELSENBECK, 2003).
Searches were performed with 6,000,000 generations, sampling trees every
100 generations under the GTR + I +I' model. Likelihood values were ob-
served with Tracer vl.4 (RaMBAUT & DRUMMOND, 2005), discarding all the
trees before stability in likelihood values as a «<burnin». Stationarity was also
reassessed using the convergence diagnostic: the average standard devia-
tion of split frequencies and the potential scale reduction factor (PSRF).

Voucher specimens are kept at Forensic Entomology Laboratory, Zoolo-
gy and Physical Antropology Department from the University of Murcia.
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Table I. Rates of successful species identification in the genus Sarcophaga using all

COI sequences from GenBank and BOLD (FULL), from solely BOLD (BOLD), and

from BOLD database with at least 2 or 3 conspecific per species (FULL2, FULL3,

BOLD2, BOLD3) under different identification criteria: Best Match (BM), Best

Close Match (BCM), and All Species Barcodes (ASB). Cut-off threshold was set to
10.55% (see text). N, number of specimens; sp, number of species.

Tabla I. Niveles de éxito en la identificacion en el género Sarcophaga utilizando

todas las secuencias COI de GenBank y BOLD (FULL), tinicamente BOLD (BOLD)

y BOLD con al menos 2 o 3 coespecificos por e-specie (FULL2, FULL3, BOLD2

BOLD3) bajo criterios de identificacion diferentes: correspondencia correcta (BM),

correspondencia mads aproximada (BCM) y considerando todos los datos de

barcoding (ASB). El umbral de corte se establecié en 10,55 (ver texto). N, nimero
de ejemplares; sp, namero de especies.

WITHOUT
DATABASE N CRITERION CORRECT AMBIGUOUS INCORRECT ANY
SpP ID. % ID. % ID. % MATCH
THR.
184 BM 76.6 5.43 17.9
FULL 61 BCM 76.6 5.43 17.9 0.54
ASB 10.86 84.78 3.8 0.54
153 BM 93.54 1.29 5.16
FULL2 32 BCM 93.54 1.29 4.51 0.64
ASB 14.19 83.22 1.93 0.64
126 BM 94.44 1.58 3.96
FULL3 19 BCM 94.44 1.58 3.17 0.79
ASB 17.46 80.95 0.79 0.79
85 BM 95.29 0 4.7
BOLD 16 BCM 95.29 0 4.7 0
ASB 17.6 82.35 0 0
82 BM 98.78 0 1.2
BOLD2 13 BCM 98.78 0 1.2 0
ASB 18.29 81.7 0 0
48 BM 98.66 0 1.33
BOLD3 10 BCM 98.66 0 1.33 0
ASB 20.00 80.00 0 1.4
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3. RESULTS

MORPHOLOGICAL IDENTIFICATION OF STUDIED TAXA

The structure and form of male terminalia is important for both taxono-
mical and phylogenetical purposes (POVOLNY & VERVES, 1997). In our case,
the sequences proceed from vouchers whose male genitalia match those
described in PERIS et al. (1999), LEHRER (2006) and RICHET et al. (2011)
(Figures 1 and 2), so we are confident of having correctly identified these
vouchers.

BARCODING ANALYSIS

A fragment of 658 bp of the COI barcoding region was obtained from
three specimens of each species. This sequence lack insertions, deletions or
codon stops, and revealed 53 positions that are phylogenetically informati-
ve. No intraspecific variation was found, a result that should be corrobora-
ted with the study of specimens from more localities. The sequence of both
species has been submitted to GenBank, with accession numbers JX987058
(S. tibialis) and JX987057 (S. cultellata).

Interspecific K2P distance between S. tibialis and S. cultellata was 5.04%.

Both NJ and Bayesian analyses of COI sequences of the genus Sarcophaga
showed the same main relationships between taxa and thus only the NJ
cladogram is shown (Figure 3). Clades including the two species investiga-
ted had high bootstrap support (100%) (Figure 3). Sarcophaga tibialis was
related to S. dux, and S. cultellata to S.ruficornis and S. crassipalpis. Both spe-
cies were successfully identified under Best Match (BM), Best Close Match
(BCM) and All Species Barcode (ASB) criteria.

A first analysis with all available information of the genus Sarcophaga
obtained from GenBank and BOLD databases (FULL dataset) comprised
184 specimens representing 61 species. Of these, 47% have more than one
individual per species. Intraspecific distance was usually lower than 1% but
in some cases raised up to 10%; interspecific distance varied between 8%
and 17%. The cut-off value that comprises the 95% of the intraspecific dis-
tances was 10.55%. When using this threshold the correct identification
under the ASB criterion was 10.86%, and ambiguous 85%. Under the BM
criterion, the correct identification was 76.6% while ambiguous identifica-
tion corresponded to 5.4% and the remaining specimens (17.9%) were
incorrectly identified (Table I). The total overlap between intraspecific and
interspecific distances was 10.7% (from 0 to 10.7%, 82% of the pairwise
comparisons. This overlap was still high, 4.12% (from 6.42 to 10.55%, 74%
of the pairwise comparisons), when the 5% of extreme intra and interspe-
cific divergences was removed. These values are in accordance with pre-
vious barcoding Dipteran studies (MEIER et al., 2006), in which it resulted
in a success rate in species identification lower than 70%.
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When considering only BOLD database (85 sequences representing 16
species with 82% of them with a valid conspecific) the proportion of correct
identifications increased to 84.9% using BM and BCM, and to 17.6% using
ASB (Table I).

If only sequences with at least 2 conspecific are considered (FULL2
and BOLDZ2) the proportion of correct identification by BM and BCM
criteria increased substantially to 94 and 99% respectively (although the
ASB criterion remained low: 14 and 18% respectively; Table I). The pro-
portion of correct identification when considering at least 3 conspecific
(FULL3 and BOLD3) remained almost the same (94 and 99%) using BM
and BCM although it increased using ASB (17 and 20% respectively).
Additionally, when the 5% extreme distances were removed the overlap
remained the same in FULL2 and 3 (4.1%), or slightly decreased to 3.9%
in BOLD 2 and 3.

4. DISCUSSION

The main goal of the genetic species identification is to match the se-
quence of the evidence item to an authenticated reference DNA sequence.
In our case, the two investigated species, Sarcophaga tibialis and S. cultellata
were shown to be unequivocally identified by the COI barcoding sequence
with regard to related taxa, as S. tibialis was included in one of the clades of
the possibly polyphyletic subgenus Liosarcophaga, whereas S. cultellata was
included within the clade corresponding to the subgenus Liopygia (Figure
3). Analyses of samples of these two species from other localities are needed
to determine whether there exists intraspecific variation.

Among the genus Sarcophaga barcoding of species has an identifica-
tion success up to 99% using BM and BCM criteria, that is, when misi-
dentifications from GenBank data and the absence of conspecific se-
quences are considered. This resolution is comparable to that found in
other barcoding studies (NELSON et al., 2007, MEIKLEJOHN et al., 2011),
and in studies based on other fragments of COI (TAN et al., 2010). Gen-
Bank sequences are known to include misidentified sequences (e.g. Ha-
RRIS, 2003, HEBERT et al., 2003, ViLcAaLYs, 2003), what explains that
identification success increases to 95% when these wrong sequences are
removed (BOLD, Table I).

Additionally, species represented by a single DNA barcode (53% in
FULL and 18% in BOLD) substantially affect the results of BM and BCM
criteria. The presence of single sequences may generate incorrect identifi-
cation because there are no other conspecific reference sequences in the
dataset to which they can be matched (Ross et al., 2008). This caution was
not taken into account by MEIER e/ al. (2006), who underestimated the
proportion of correct species identification for Diptera (<70%) (Ross et al.,
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2008, VIrGILIO et al., 2010). The lower identification success of the ASB
criterion is clearly related to a more stringent «decision rules» (VIRGILIO et
al., 2010).

A broad overlap was observed between intra- and interspecific distances,
as noted in previous studies on Sarcophaga (MEIER et al., 2006) and instances
of similar results have been reported in other insect orders (VIRGILIO et al.,
2010). These findings show that the extent of barcoding overlap does not
necessarily predict the identification success (Ross et al., 2008, VIRGILIO et
al., 2010).

Although the amplicon size and sample size were both small, these data
provide an opportunity to evaluate the value of COI for basic biological
studies of both sarcophagid species. These data (COI gene) can be used as
a supplemental means of morphological method in identification of sar-
cophagid species, as the technology is easier to perform and saves more
time for forensic scientist (Guo et al., 2011).

In addition to the increase of biological knowledge of these species, our
contribution provides new data to identify populations from Iberian Penin-
sula increasing the current knowledge worldwide (Prwcznsky, 2014). This
will enable a correct identification even when inadequate morphological
information (larvae, females and fragments of specimens) is the only avai-
lable evidence.

5. ACKNOWLEDGEMENTS

This research has been partly supported by the projects 00848/CV/01 of
Fundacion Séneca of the Comunidad Auténoma de la Regiéon de Murcia,
CGL2005-04668/BOS of Ministerio de Educacién y Ciencia and CGL2009-
10906 of the Ministerio de Ciencia e Innovacién of the Spanish Government.

6. REFERENCES

1. ALFrED JT. Morphological and molecular techniques for the differentiation of
myiasis-causing Sarcophagidae. Theses and Dissertations. Paper 10390. 2011.
Available from: http://lib.dr.iastate.edu/etd/10390.

2. AMEs C, TURNER B, DANIEL B. Estimating the postmortem interval (I): The use
of genetic markers to aid in identification of Dipteran species and subpopula-
tions. International Congress series 2006a, 1288:795-797.

3. AmEs G, TURNER B, DaNIEL B. The use of mitochondrial cytochrome oxidase I
gene (COI) to differentiate two UK blowfly species — Calliphora vicina and Calli-
phora vomitoria. Forensic Science International 2006b,164:179-182.

84 CFOR, 12/2015



10.

11.

12.

13.

14.

15.

DNA barcoding of two forensically important fleshfly species (Diptera: Sarcophagidae)...

. ARNALDOS I, ROMERA E, Garcia MD, Luna A. Initial Study on Sarcosapropha-

gous Diptera (Insecta) succession on carrion in southeastern Iberian Peninsu-
la. International Journal of Legal Medicine 2001, 114:156-162.

. ARNALDOS MI, ROMERA E, PrEsa J, LuNa A, Garcia MD. Studies on seasonal

arthropods succession on carrion in the southeastern Iberian peninsula. Inter-
national Journal of Legal Medecine 2004, 118: 197-205. ARNALDOS MI, Garcia
MD, RomERA E, LuNa A. Estimation of postmortem interval in real cases on the
basis of experimentally obtained entomological evidence. Forensic Science
International 2005, 149:57-65.

. ARNALDOS SANABRIA MI, ToRRES ToMAS B, GARcIA GARcia MD. Primeros da-

tos sobre el desarrollo del ciclo de vida del diptero de importancia forense
Sarcophaga cultellata Pandellé, 1896 (Sarcophagidae). Cuadernos de Medici-
na Forense 2013, 19(1):118-124.

. Aspoas BR. Comparative micromorphology of third instar larvae and breeding

biology of some Afrotropical Sarcophaga (Diptera: Sarcophagidae). Medical and
Veterinary Entomology 1991. 5:437-445.

. Bajpar N, TEwARrI RR. Mitochondrial DNA sequence-based phylogenetic rela-

tionship among flesh flies of the genus Sarcophaga (Sarcophagidae: Diptera).
Journal of Genetics 2010, 89: 51-54. Byrp JH, CAsTNER JL. Insects of forensic
importance. In: JH Byrd JH, Castner JL. (eds) Forensic entomology: the utility
of arthropods in legal investigations 2nd edition, CRC Press, Boca Raton, 2010.
pp- 39-126.

. CainE LM, CorTE RrAL F, SALoNA-BorDAS MI, MARTINEZ DE PANCORBO M,

Lima G, MacaLHAEs T, PINHEIRO F. DNA typing of Diptera collected from
human corpses in Portugal. Forensic Science International 2009, 184:e21-e23.

CasTiLLO MIRALBES M. Estudio de la entomofauna asociada a cadaveres en el
Alto Aragon (Espana). Monografias SEA 6, Zaragoza, 2002.

CYwiNskA A, HANNAN MA, KevaN PG, RoucHLEY RE, IRANPOUR M, HUNTER
FF. Evaluation of DNA barcoding and identification of new haplomorphs in
Canadian deerflies and horseflies. Medical and Veterinary Entomology 2010,
24:382-410.

DavrtoN DL, KotzE A. DNA barcoding as a tool for species identification in
three forensic wildlife cases in South Africa. Forensic Science International
2011, 207:51-54.

DawnNAay N, OGDEN R, McEwING R, CARVALHO GR, THORPE RS. Validation of
the barcoding gene COI for use in forensic genetic species identification. Fo-
rensic Science International 2007, 173:1-6.

DRABER-MONKO A, MALEWSKI T, PoMORSsK1 |, Los M, Stipiiski P. On the mor-
phology and mitochondrial DNA barcoding of the flesh fly Sarcophaga (Lio-
pygia) argyrostoma (Robineau-Desvoidy, 1830) (Diptera: Sarcophagidae). An
important species in forensic entomology. Annales Zoologici 2009, 59:465-493.

ForLMmER O, BLack M, Hoen W, LuTz R, VRIJENHOEK R. DNA primers for am-
plification of mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I from diverse meta-
zoan invertebrates. Molecular Marine Biology and Biotechnology 1994, 3:294-
299.

CFOR, 12/2015 85



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

86

M. I. Arnaldos, C. Ruiz, B. Torres, I. Begonia, M.D. Garcia, D. Gonzalez-Mora, J. Serrano

GENNARD D. Forensic Entomology. An Introduction. John Wiley, Sons Ltd,
England. 2007.

GREENBER B, KunicH JC. Entomology and the law. Flies as forensic indicators.
Cambridge University Press. 2002.

Guo YD, Ca1JF, CHANG Y, L1 X, L1u QQ, WANG X, WANG X, ZHONG M, WEN JF,
WANG J. Identification of forensically Important Sarcophagid flies (Diptera:
Sarcophagidae) in China, based on COI and 16sDNA gene sequences. Journal
of Forensic Sciences 2011, 56(6):1534-1540.

Guo YD, Ca1 JF, L1 X, X1onG F, Su RN, CueN FL, Liv QL, WanG XH, CHANG
YF, ZnonNG M, WaNG X, WEN JF. Identification of the forensically important
sarcophagid flies Boerttcherisca peregrina, Parasarcophaga albiceps and Para-
sarcophaga dux (Diptera: Sarcophagidae) based on COII gene in China. Tro-
pical Biomedicine 2010a, 27:451-460.

Guo YD, Ca1 JF, L1 X, X1onG F, Su RN, CueN FL, Liv QL, WanG XH, CHANG
YF, ZnonG M, WANG X., WEN JF. Identification of forensically important sar-
cophagid flies (Diptera: Sarcophagidae) based on COI gene in China. Roma-
nian Journal of Legal Medecine 2010b, 18:217-224.

HaLrL MJR, Apams ZJOR, WyaTTt NP, TEsta JM, EDGE W, Nocorausz M,
Farkas R 6 REapy PD. Morphological and mitocondrial DNA characters for
identification and phylogenetic analysis of the myiasis causing flesh fly Wohl-
Jfahrtia magnifica and its relatives, with a description of a Wohlfahrtia monegrosen-
sis sp. n. Wyatt, Hall. Medical and Veterinary Entomology 2009, 23 (Suppl.),
59-71.

Harris DJ. Can you bank on GenBank? Trends in Ecology and Evolution,
2003, 18, 317-319.

Harvey ML, ManseL MWL, ViLLET MH. Molecular identification of some fo-
rensically important blowflies of southern Africa and Australia. Medical and
Veterinary Entomology 2003, 17:363-369.

HepERT PDN, Cywinska A, BALL SL, bEWAARD JR. Biological identifications
through DNA barcodes. Proceedings of the Royal Society of London B 2003,
270:313-321.

HEBERT PDN, RATNASINGHAM S, DEWAARD JR. Barcoding animal life: Cyto-
chrome c oxidase subunit 1 divergences among closely related species. Procee-
dings of the Royal Society of London B 2003, 270:96-99.

Jinso U, Kato T, Ito M. Current progress in DNA barcoding and fiture impli-
cations for entomology. Entomological Science 2011, 14:107-124.

Krvosur S, MasaTAkA T, YASUHIRO A. Species identification of forensically
important families in Iwate prefecture, Japan based on mitochondrial cytochro-
me oxidase gene subunit I (COI) sequences. Legal Medecine 2005, 7:175-178.

KrEss W], Wurpack K], ZIMMER EA, WEIGT LA, JanzEN DH. Use of DNA bar-
codes to identify flowering plants. Proceedings of the National Academy of
Sciences of USA 2005, 102:8369-8374.

Kurty SN, Pare T, WiEGMANN BM, MEIER R. Molecular phylogeny of the
Calyptratae (Diptera: Cyclorrhapha) with an emphasis on the superfamily Oes-

CFOR, 12/2015



30.

31.

32.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

DNA barcoding of two forensically important fleshfly species (Diptera: Sarcophagidae)...

troidea and the position of Mystacinobiidae and McAlpine’s Fly. Systematic
Entomology 2010, 35:614-635.

LEHRER AZ. Sarcophaginae et Paramacronychiinae de Proche Orient (Insecta,
Diptera, Sarcophagidae). Pensoft Sofia-Moscow. 2006.

MEIER R, ZHANG G. DNA barcoding and DNA taxonomy in Diptera: an as-
sessment based on 4,261 COI sequences for 1,001 species. In: Diptera diversity.
Status, challenges and tools (Pape T, Bickel D, Meier R eds). Koninklijke Brill
N.V., Leiden. 2009, pp. 349-380.

MEIER R, SHIYANG K, VaIDYA G, PETER NG. DNA barcoding and taxonomy in
Diptera: A tale of high intraspecific variability and low identification success.
Systematic Biology 2006, 55:715-728.

. MEIKLEJOHN KA, WALLMAN JF & DowToN M. DNA-based identification of fo-

rensically important Australian Sarcophagidae (Diptera). International Journal
of Legal Medicine 2011, 125:27-32.

MEeIkLEJOHN KA, WaLLMAN JF, DowNTON M. DNA Barcoding Identifies all
Immature life stages of a Forensically important flesh fly (Diptera: Sarcophagi-
dae). Forensic Science International, 2012. Published on line: July 201;
DOI:10.111/j.1556-4029.2012.02220.x.

NELsON LA, WaLLMAN JF, DowToN M. Using COI barcodes to identify forensi-
cally and medically important blowflies. Medical and Veterinary Entomology
2007, 21:44-52.

Pape T. Catalogue of the Sarcophagidae of the World (Insecta: Diptera). Me-
moirs on Entomology International 1996, 8:1-558.

Peris SV, GONZALEZ-MORA D, MINGO E. Los Parasarcophagina (Diptera, Sar-
cophagidae) de la Peninsula Ibérica. Boletin de la Real sociedad espanola de
Historia Natural (Sec. Biol.) 1999, 95:115-134.

Prwczynsky M, Szpira K, GRzywacz A, PApE T. A large-scale molecular Phylo-
geny of Flesh flies (Diptera: Sarcophagidae). Systematic Entomology 2014,
DOI:10.1111/syen.12086.

Povorny D, VERVES Y. The flesh-flies of Central Europe (Insecta, Diptera, Sar-
cophagidae). Spixiana, 1997, Supplement 24, 1-260.

PrADO E CaSTRO C, ARNALDOS MI, Garcia MD. Additions to the Calliphoridae
(Diptera) fauna from Portugal, with description of new records. Boletin de la
Asociacion espanola de Entomologia 2009, 33(3-4):425-437.

PrRADO E CASTRO C, GARGIA MD, ARNALDOS MI, GONZALEZ-MORA D. Sarcopha-
gidae (Diptera) attracted to piglet carcasses including new records for Portu-
guese fauna. Graellsia 2010, 66: 285-294.

PrADO E CASTRO C, ARNALDOS MI, Sousa JP, Garcia MD. Preliminary study on
sarcosaprophagous Diptera community and succession patterns in central Por-
tugal. Entomologia Generalis 2011a, 33(3):183-198.

Prapo E CasTrO G, Sousa JP, ARNALDOS MI, GaspaRr J, Garcia MD. Blow flies
(Diptera: Calliphoridae) activity in sun exposed and shaded carrion in Portu-
gal. Annales de la Société Entomologique de France 2011b, 47(1-2):128-139.

CFOR, 12/2015 87



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

88

M. I. Arnaldos, C. Ruiz, B. Torres, I. Begonia, M.D. Garcia, D. Gonzalez-Mora, J. Serrano

RamBauT A, DRUMMOND A. Tracer. MCMC trace file analyser. version 1.3.
2005.

RicHET R, BLackiTa RM, Pape T. Sarcophaga of France (Diptera: Sarcophagi-
dae). Pensoft Sofia-Moscow. 2011.

RomEeRA E, ARNALDOS MI, GArciA MD, GONZALEZ-MORA D. Los Sarcophagidae
(Insecta, Diptera) de un ecosistema cadavérico en el sureste de la Peninsula
Ibérica. Anales de Biologia 2003, 25:49-63.

RonquisT F, HUELSENBECK JP. MrBayes 3: Bayesian phylogenetic inference
under mixed models. Bioinformatics 2003, 19:1572-1574.

Ross HA, MURUGAN S, S1eoN Lt WL. Testing the reliability of genetic methods
of species identification via simulation. Systematic Biology 2008, 57:216-230.

Ruiz C, SERRANO J. Molecular phylogeny and systematics of Calathus Bonelli
(Coleoptera: Carabidae: Sphodrini) based on mitochondrial coxl-cox2 se-
quences. Entomologica Fennica 2006, 17:214- 220.

SmitH KGV. A Manual of Forensic Entomology. Trustees of the British Mu-
seum (natural history). London. 1986.

SmitH MA, WoobpLEy NE, JanzeNn DH, HaLLwacus W, HEBERT PDN. DNA
barcodes reveal cryptic host-specificity within the presumed polyphagous mem-
bers of a genus of parasitoid flies (Diptera: Tachinidae). Proceedings of the
National Academy of Sciences of USA 2006, 103:3657-3662.

SmitH MA, Woobp DM, Janzen DH, HaLLwacus W, HEBERT PDN. DNA barco-
des affirm that 16 species of apparently generalist tropical parasitoid flies (Dip-
tera, Tachinidae) are not all generalists. Proceedings of the National Academy
of Sciences of USA 2007, 104:4967-4972.

StaMPER T, DAHLEM GA, CookMAN C, DEBRY RW. Phylogenetic relationships
of the flesh flies in the subfamily Sarcophaginae based on three mtDNA frag-
ments (Diptera: Sarcophagidae). Systematic Entomology 2013, 38:35-44.

Tamura K, DUDLEY J, NEI M, KumAR S. MEGA4: Molecular Evolutionary Gene-
tics Analysis (MEGA), software version 4.0. Molecular Biology and Evolution
2007, 24:1596-1599.

TAN SH, RizmAN-IDID M, MoHD-ARIS E, KURAHASHI H, MOHAMED Z. DNA-
based characterisation and classification of forensically important flesh flies
(Diptera: Sarcophagidae) in Malaysia. Forensic Science International, 2010,
199:43-49.

VELASQUEZ Y, MAGANA C, MARTINEZ-SANCHEZ A, Rojo S. Diptera of forensic
importance in the Iberian Peninsula: larval identification key. Medical and
Veterinary Entomology 2010, 24:293-308.

ViLGALYS R. Taxonomic misidentification in public DNA databases. New Phyto-
logist 2003, 160:4-5.

VINCENT S, VIAN JM, CarLoTTI MP. Partial sequencing of the citrochrome
oxydase b Unit gene I: A tool for the identification of european species of blow
flies for postmortem interval estimation. Journal of Forensic Sciences 2000,
45:820-823.

CFOR, 12/2015



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

DNA barcoding of two forensically important fleshfly species (Diptera: Sarcophagidae)...

VIrRGILIO M, BACKELJAU T, NEVADO B, DE MEYER M. Comparative performan-
ces of DNA barcoding across insect orders. BMC Bioinformatics 2010, 11:206.

WELLS JD, STEVENS JR. Application of DNA-Based methods in forensic entomo-
logy. Annual Review of Entomology 2008, 53:103-120.

WELLS JD, STEVENS JR. Molecular methods for Forensic Entomology. In: Foren-
sic entomology: the utility of arthropods in legal investigations 2nd edition (JH
Byrd JH, Castner JL, eds.) CRC Press, Boca Raton. 2010. pp. 437-452.

WELLS JD, PaPE T, SPERLING FA. DNA-based identification and molecular sys-
tematics of forensically important Sarcophagidae (Diptera). Journal of Foren-
sic Sciences 2001, 46:1098-1102.

WiLL KW, RusiNorr D. Myth of the molecule: DNA barcodes for species can-
not replace morphology for identification and classification. Cladistics 2004,
20:47-55.

ZEHNER R, AMENDT |, SCHUTT S, SAUER ], KRETTEK R, PovoLNY D. Genetic
identification of forensically important flesh flies (Diptera: Sarcophagidae).
International Journal of Legal Medicine 2004, 118:245-247.

Zumpt F. Myiasis in man and animals in the old world. Butterworth, Co. (Pu-
blishers) Ltd. 1965. 54.

ZumpT F, PATTERSON PM. Flies visiting human faeces and carcasses in Johan-
nesburg Transvaal. S.A. Journal of Clinical Science 1952, 3(2):92-106.

CFOR, 12/2015 89



Ciencia Forense, 12/2015: 91-112
ISSN: 1575-6793

ACAROLOGIA FORENSE

MARTA INES SALONA-BORDAS'
MARIA ALEJANDRA PEROTTI?

Resumen: Los dcaros son artropodos quelicerados muy diversos, adapta-
dos a un amplio espectro de habitats y dietas pero con una elevada especi-
ficidad. Son considerados importantes indicadores de condiciones ambien-
tales y de impactos producidos por el ser humano por lo que nos pueden
aportar informacién valiosa sobre el entorno donde se ha encontrado un
cadaver, la ruta por la que haya podido discurrir una mercancia y otros as-
pectos aplicados de la ciencia forense. Por ello, no es de extranar la presen-
cia de especies adaptadas a entornos cadavéricos y otros restos organicos. El
propio Jean Pierre Mégnin, veterinario forense considerado pionero en el
desarrollo de la entomologia forense, fue consciente de su valor como in-
dicadores forenses y dedic6 una de las fases de descomposiciéon cadavérica
a estos pequenos organismos. Dado el creciente interés del colectivo foren-
se en incluirlos en los informes periciales, presentamos un protocolo de
actuacion para la recoleccion, conservacion y custodia de los dcaros de in-
terés forense.

Palabras clave: Acaros, bioindicacién, metodologia, protocolo, conservacion.

Abstract: Mites are a highly diversified group of chelicerates (arthropo-
ds) adapted to a broad spectrum of habitats and diets, presenting extreme
specificity to habitats. They are considered to be important indicators of
environmental conditions including those modified by human beings. The-
refore, they can inform about the environment where a corpse has been
exposed to, about the route of specific merchandises, as well as about other
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applied aspects of forensic entomology. It is not rare the presence of species
adapted to cadaveric environments. Jean Pierre Mégnin, forensic veterina-
rian considered pioneer in the development of forensic entomology, cons-
cious about the importance of mites as forensic indicators, was the first inclu-
ding mites in the decomposition process. For Mégnin, wave six was formed
by mites only. Due to the increasing interest of forensic experts in including
these organisms in their analysis of trace evidence, as mites are one of the
most ubiquitous organisms, we have developed standards for the sampling,
conservation and custody of mite evidence of forensic interest.

Key words: Mites, Acari, bioindicator, trace, methodology, protocol, con-
servation.

1. INTRODUCCION

Los dcaros son artrépodos de reducido tamano que pasan desapercibi-
dos a los ojos profanos. Por ello, a pesar de que MEGNIN (1894, 1895) ya
destacara su presencia en las fases mas tempranas de la descomposicion
cadavérica, e incluyera una escuadra (fase de la sucesion de fauna cadavé-
rica) especialmente dedicada a ellos, su presencia en informes forenses si-
gue siendo escasa e imprecisa. Es mads, en un segundo caso descrito en
Francia a finales del siglo XIX se emplean dcaros como indicadores foren-
ses (BROUARDEL, 1879, PEROTTI, 2009). Aun asi, éstos seguiran siendo ob-
viados en las inspecciones oculares rutinarias a lo largo del siglo XX salvo
contadas excepciones. Bien por la dificultad de diferenciarlos entre los
restos cadavéricos bien por la complicacién que supone recolectarlos e
identificarlos, el registro y uso de acaros sigue siendo escaso en trabajos
periciales; pocos son los investigadores que incluyen citas de dcaros en sus
informes forenses (DE JONG & HoBACK, 2006, LECLERQ & VAILLANT, 1992,
SALONA et al., 2010, SALoNA BorpAs & PeErOTTI, 2014). Con frecuencia,
expertos forenses sin experiencia en acarologia aportan identificaciones de
dudosa fiabilidad, o imprecisas a nivel de Familia, Orden o simplemente de
Clase (¢f. ARNALDOS ¢t al., 2005, CASTILLO MIRALBES, 2002, MERRITT et al.,
2007). Sin embargo, es sabido que los dcaros se encuentran relacionados
con diferentes fases de reduccién cadavérica, incluidos estados frescos, tan-
to en seres humanos como en otros seres vivos (Braic & PeroTTI, 2009,
Gorr, 1989) y que aportan informacion relevante sobre la conexion entre
un sospechoso y un crimen (PEROTTI & BRrAIG, 2010).

OCONNOR (2009) destaca como principales causas derivadas de esta fal-
ta de atencién no sélo el microscopico tamano de los acaros, sino también
la dificultad de separar adecuadamente los principales taxones antes de
solicitar el debido asesoramiento a un experto para su correcta identifica-
cién especifica. Es mas, muchas especies de interés forense permanecen
sin ser descritas debido precisamente a estas dificultades taxonémicas. De
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hecho, sin la colaboracion directa de uno o mas expertos en taxonomia de
acaros, la mayoria de las citas periciales a nivel de especie son poco fiables.
Una revision de mas de 100 anos de publicaciones que incluyen especies de
acaros asociadas a caddveres detecta errores y detalla imprecisiones en
aquellos trabajos forenses que han citado dcaros sin haber sido identifica-
dos por ningun acarélogo (BrRa1G & PeroTTI, 2009). Como ejemplo de la
complejidad que supone abordar toda la diversidad de acaros que existe en
nuestros suelos, podemos mencionar la revision que fue preciso realizar de
una especie que habia sido recogida en un bosque de Vizcaya (SALONA et
al., 2010) y que tras una profunda revisiéon bibliografica fue finalmente
asignada a una especie descrita en las Islas Galapagos y que no habia vuelto
a ser citada desde entonces (MASAN et al., 2013). Lamentablemente, la falta
de atencién hacia evidencias entomolégicas una vez que prescribieron
otros casos donde se cit6 el dcaro Proctolaelaps asociado a caddveres hizo que
no se conservaran ejemplares de casos forenses previos descritos en diferen-
tes regiones biogeograficas y que bien podrian haber pertenecido a esta
misma especie, la cual ha sido catalogada como el primer dcaro indicador
forense (MASAN et al., 2013). Sélo tras la debida revision de las especies
asociadas a restos cadavéricos en diferentes continentes podremos iniciar el
registro de los principales indicadores forenses dentro de la Acarologia.
Por ello, en 2008 se inici6 la primera coleccién de referencia de acaros
asociados a restos cadavéricos que queda bajo la custodia del laboratorio de
Acarologia de la Universidad de Reading (Acarology Lab, School of Biolo-
gical Sciences).

No obstante, para contribuir a incorporar la Acarologia dentro de las
técnicas de investigacion forense, es fundamental establecer un protocolo
de actuacién ante evidencias acarologicas, tal y como se ha establecido ya
para los insectos (AMENDT et al., 2007, 2015, ARNALDOS et al., 2006). Debe-
mos tener en cuenta que encontramos especies de acaros en casi todos los
medios terrestres), dada su ubicuidad, pero con especificidad respecto a sus
micro-hdbitats. Al pasar desapercibidos por su pequeno tamano, su valiosa
contribuciéon como prueba pericial se pierde. Los dcaros presentan elevada
especificidad de hdbitat por lo que pueden explicar, por ejemplo, movi-
mientos de cadaveres, o contaminaciones cruzadas que invaliden las prue-
bas periciales si no son debidamente analizadas por un experto, etc. Por
ello, la necesidad de extremar la medidas de prevencion y protecciéon de
muestras recogidas durante una inspeccion pericial forense debe ser maxi-
ma, y la higiene del puesto de trabajo debe cuidarse esmeradamente duran-
te todo el proceso, incluida la conservacion posterior de las muestras.

Si la necesidad de llevar vestimenta adecuada durante la inspeccién de
un entorno es importante en entomologia forense, en el caso de la acaro-
logia estas medidas deben ser extremadas, dado que se trabaja con material
microscopico, poco evidente a nuestros ojos, y los riesgos de contaminacion
cruzada son elevados. Hay especies que causan reacciones alérgicas en la
piel y vias respiratorias de determinadas personas conectando a un indivi-
duo con un lugar especifico. Dado que las picaduras de determinadas espe-
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cies de artrépodos son altamente alergénicas y pueden transmitir enferme-
dades infecciosas, las normativas de prevenciéon laboral obligan a
protegerse adecuadamente durante la recoleccién de las pruebas. Pri-
CHARD el al., 1986 conectan a un sospechoso con el lugar de un crimen
gracias a las marcas de picaduras producidas por una especie de Trombi-
culido que habia sido recolectado en el lugar de los hechos y habia produ-
cido lesiones similares al inspector del caso.

2. ANATOMIA DE UN ACARO

De cara a facilitar la comprensién de la identidad de los acaros como
artropodos diferentes de los insectos, realizaremos una breve descripcion
de sus principales caracteristicas. No obstante, debemos destacar que han
sido descritas mas de 30.000 especies agrupadas en 6 6rdenes diferentes
pertenecientes a 2 superérdenes (KRANTZ & WALTER, 2009). De ellas, mas
de 100 especies han sido citadas de restos cadavéricos (Tabla 1). No s6lo su
observacion es compleja, del mismo modo su correcta identificacion puede
resultar conflictiva y existen diversas propuestas para su clasificacion basada
en modificaciones de su modelo corporal. Por ello, tan solo realizaremos
una breve descripcion de los principales caracteres diagnosticos que nos
permiten reconocer y diferenciar a los acaros de otros artrépodos como los
insectos.

Como el resto de los artrépodos, los dcaros presentan el cuerpo dividido
en regiones corporales o tagmas. Estas regiones son diferentes de las que
observamos en un insecto, no existiendo una cabeza como tal ni antenas.
Igualmente carecen de mandibulas, presentando un par de apéndices
preorales quelados, los queliceros. Es mas, la division corporal en regiones
puede ser diferente si observamos al animal en vista dorsal o en vista ventral
(Figura 1). Estas diferencias unidas a su pequeno tamano, les hacen espe-
cialmente dificiles de ver y de romper, haciendo gala a su nombre (gr.
Axapr|g, Akapt, diminuto, que no se corta). Las técnicas de microdisecciéon
de sus apéndices y otras regiones de interés taxonémico requieren de una
pericia especial y del apoyo de lentes de gran aumento.

Las dos regiones principales, prosoma o parte anterior del cuerpo don-
de encontramos los queliceros y palpos, y opistosoma o parte posterior del
cuerpo donde desembocan las aberturas genital y anal estin protegidas por
sus correspondientes placas y pueden verse fuertemente modificadas en los
diferentes grupos de acaros. La base de las patas suele fusionarse en una
placa podosomal apreciable ventralmente (Figura 1), que puede articularse
en la zona media para dar cierta flexibilidad al cuerpo del animal.

WALTER, 2005 aporta un glosario ilustrado que nos permite introducir-
nos en la compleja nomenclatura de este grupo tan diverso.
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Figura 1: Macrocheles sp. Acaro mesostigmata en vista ventral. Apreciandose la
apertura del estigma traqueal entre el tercer y cuarto par de patas. Q: quelicero,
Pp: pedipalpo.

3. LOS ACAROS COMO INDICADORES FORENSES

Por su pequeno tamano y su ubicuidad, es muy facil que las muestras
recolectadas puedan verse contaminadas por la fauna circundante, por lo
que la necesidad de tomar medidas preventivas debe ser maxima cuando se
realiza la recoleccion de muestras, en especial si se espera extraer informa-
ci6n 1til a partir de la fauna de acaros asociada a los restos cadavéricos. En
estos casos, es especialmente conveniente tomar muestras de blanco refe-
rentes a la fauna natural del entorno que permitan contrastar con las mues-
tras del cadaver y seleccionar aquellas especies que nos aportaran informa-
cion relevante sobre el lugar donde se hallaron los restos y otros aspectos
derivados de la investigacion forense.

En relacion a la especificidad de habitat, su nicho puede ser tan especi-
fico que una determinada especie puede relacionar a un sospechoso con
un lugar concreto y conectarle de forma indubitada con una victima o con
el lugar de un crimen (WEBB et al., 1983, Gorr 1991, PEROTTI ef al., 2009,
PeroTTI, 2009, MEGNIN, 1894, LECLERQ & VERSTRAETEN, 1988a,b). Asi,
determinadas especies de dcaros pueden ser excelentes indicadoras de am-
bientes cerrados (SorLARrz, 2009), cuevas (Supias & PErez, 2013), entornos
degradados (SOCARRAS, 2013), etc., llegando a estar asociados a hdbitats
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muy especificos como nuestras camas, la cocina, la vestimenta, etc. (FROST
et al., 2010; PEROTTI & BRraIG, 2010). Sélo a partir de adecuados estudios
de sus poblaciones y de sus requerimientos ambientales podremos avanzar
en su correcto uso como indicadores forenses.

Los ciclos biolégicos de los acaros son breves y permiten realizar estima-
ciones precisas de su llegada al entorno cadavérico. Es mas, la adecuada iden-
tificacion de su fase de desarrollo, asi como del sexo en caso de los adultos,
es fundamental para realizar una estimacién precisa del tiempo que dicho
acaro lleva en el entorno donde ha sido capturado (OCONNOR, 2009, PERO-
TTI et al., 2009, PEROTTTI et al., 2010, SALONA BorDAS & PErROTTI, 2014).

¢COMO PUEDE UN ANIMAL INCAPAZ DE VOLAR LLEGAR TAN RAPIDO
A UN CADAVER EN ESTADO FRESCO DE DESCOMPOSICION?

Sabemos que los dcaros no tienen estructuras aptas para el vuelo y care-
cen de patas adaptadas al salto, por lo que utilizan vectores que los despla-
zan rapido a nuevos habitats, como un cadaver poco después de su falleci-
miento. Podriamos inducir que ya se encontraban alli, pero nada hay mas
lejos de la realidad. Los fluidos de descomposicion cadavérica producen
cambios tan drésticos en el suelo que la fauna que naturalmente habita alli
huye o muere, y nos encontramos ante un modelo de sucesién faunistica,
aspecto bien descrito para insectos pero practicamente desconocido para
otros representantes de la fauna edafica de la cual apenas hay estudios rea-
lizados de forma controlada (BorRNEMISSZA, 1957, SZELECZ et al., 2014).

Gracias a su pequeno tamano, el mismo aire puede llevarles, en ocasio-
nes suspendidos por hilos de seda que ellos secretan. Una vez aterrizan en
un entorno adecuado proliferan rapidamente. No obstante, teniendo alia-
dos como los insectos bien adaptados al vuelo, ¢por qué no aprovecharse
de su pequeno tamano para viajar como polizones a bordo? La relacion se
conoce como foresis, no debe confundirse con parasitismo, dado que no
hay dano alguno al insecto que lo transporta, y permite a muchas especies
de dcaros colonizar y expandirse por amplias areas geograficas.

La foresis consiste en el uso de un animal por otro, en este caso acaros,
para transportarse a un entorno nuevo y mas 6ptimo para su desarrollo,
alimentacion y reproduccion (CAMERICK, 2010). La mayoria de las especies
de dcaros asociados a cadaveres presentan asociacion forética con insectos
(Gorr, 1991, PEROTTI Y BRAIG, 2009, PEROTTI ¢t al., 2010, SALONA BORDAS
& PEROTTI, 2014, SALONA-BORDAS et al., 2015). Esta interaccion suele ocu-
rrir en fases concretas de su vida, variando de unas especies a otras. Sélo
determinados estadios de desarrollo estan especializados en foresis por lo
que su presencia en el entorno cadavérico es indicadora no sélo de la pre-
sencia del insecto hospedador, aunque éste no se encuentre durante la re-
colecciéon de muestras, sino que nos permite conocer el estado de desarro-
llo y estimar con precisiéon el momento en que la especie de dcaro coloniz6
el entorno cadavérico.
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Mais de 200 especies de acaros foréticos se han citado asociadas a cada-
veres (PEROTTI & BRraAIG, 2009). En muchos casos se trata de asociaciones
que evolucionaron hasta alcanzar un grado simbioético de interaccién debi-
do a anos de co-evolucion (SCHWARZ et al., 1992). Determinadas especies
de insectos han sabido sacar beneficio del caracter depredador del dcaro
que transportan y que les limpia el entorno de competidores, alcanzando
una interaccién mutualista entre ambas especies (BLACKMAN, 1997, F1-
LIPPONI, 1955, WILsON, 1983). En consecuencia, la presencia de determina-
das especies de acaros nos indica la llegada de su hospedador, aunque no
lo encontremos en el drea explorada, y pueden limpiar el entorno de los
huevos de los primeros insectos que colonizaron el cadaver, introduciendo
errores en la estimacion del intervalo postmortem si se desconoce u obvia
su presencia (PEROTTI Y Braic, 2009).

Por todo lo anteriormente expuesto, consideramos importante realizar
en este trabajo una revisiéon de los principales entornos donde pueden en-
contrase acaros, y de los métodos mas apropiados de recoleccion y conser-
vacion, que permitan ser empleados como pruebas periciales ante una in-
vestigacion forense.

4, MODELO DE SUCESION

Aligual que los insectos, los acaros presentan preferencias marcadas por
determinadas condiciones ambientales por lo que distintas especies estaran
asociadas a determinados momentos de la descomposiciéon cadavérica. Es
por ello fundamental realizar una correcta identificacién, no solo de las
especies recolectadas sino de su estado de desarrollo, dado que pueden
estar dando claves temporales como, por ejemplo, sobre el estado de des-
composicion del cadaver, el momento de su colonizacion, etc., siendo espe-
cialmente importantes en ausencia de insectos y de otras pruebas periciales
(PEROTTI et al., 2009)

MEGNIN (1895) no sé6lo dedic6 una fase de su modelo de sucesion a di-
ferentes especies de acaros en exclusiva (6.* oleada), sino que mencion6 su
presencia durante el estado fresco de descomposicion cadavérica (1* olea-
da). BRAIG & PEROTTI (2009) realizan la primera recopilaciéon de todos los
registros publicados, detallando la presencia de dcaros en diferentes casos
forenses y en las distintas fases de descomposiciéon de varios modelos ani-
males empleados en los estudios sobre reduccién cadavérica (mamiferos,
aves, reptiles, anfibios, peces, moluscos). En su revision, recopilan centena-
res de especies de dcaros asignados a 66 familias diferentes de todos los
ordenes conocidos y que detallamos a modo de resumen en la tabla 1 junto
alas fases de descomposicion cadavérica en que fueron citados. Las cuadriculas
grises claras indican falta de detalle respecto a la fase de descomposicién cada-
vérica en que se encontré el dcaro por parte del/a autor/a de la cita.
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Tabla 1: Primeros resultados de las principales familias de dcaros asociadas
a las fases de descomposicion y descritas para entomologia forense hasta
2009 (¢f. BrAIG Y PEROTTI, 2009); en negro, presencia de especies de dicha
familia en la fase de descomposicién cadavérica correspondiente; en gris,
imprecision respecto a la fase de descomposicion cadavérica en la que se
encontraron representantes de dicha familia de dcaros.

ESTADO
FAMILIA

FRESCO

HINCHADO

DESCOMPOSICION
ACTIVA

DESCOMPOSICION

ESQUELETI
AVANZADA SQU co

Achipteriidae

Anystidae

Aphelacaridae

Ascaidae

Acaridae
Anystidae
Bdellidae

Celaenopsidae

Camerobiidae

Camisiidae

Ceratoppiidae

Ceratozetidae

Cheyletidae

Cunaxidae

Digamasellidae

Demodecidae -

Dinychidae

Diplogyniidae

Discourellidae

Epicriidae

Eremaeidae

Ereynetidae

Erythraeidae

Eupodidae

Euphthiracaridae

Euzetidae

Eviphidae

Galumnidae

Glycyphagidae

ol Il
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ESQUELETICO

Hemogamasidae

Histiostomatidae

ESTADO DESCOMPOSICION | DESCOMPOSICION
FRESCO | HINCHADO
FAMILIA ACTIVA AVANZADA
Haplozetidae

Hypochthoniidae

Ixodidae

Laelapidae
Lardoglyphidae

Liacaridae
Macrochelidae

Malaconothridae

Mycobatidae

Nothridae

Ologamasidae

Oppiidae

Oribatulidae

Pachylaelapidae

Paraholaspidae
Parasitidae

Phytoseiidae

Podapolipidae

Podocinidae

Pygmephoridae
Rhagidiidae
Rhodacaridae

Scutacaridae

Tarsonemoidea

Terphacaridae

Trachytidae
Trombidiidae
Tyroglyphidae

Urodynichidae
Uropodidae

Veigaiidae

Winterschmidtiidae

Zerconidae
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Estos datos deben ser tomados con la debida precaucién dado que son
recopilaciones bibliograficas y la falta de informacién no significa necesaria-
mente ausencia de dicha familia en dicha fase de descomposicién; simple-
mente indica que no hay citas publicadas hasta la fecha. Por otra parte, es
sabido que determinadas familias de dcaros, como las correspondientes a los
oribdtidos, se encuentran en condiciones naturales en el suelo por lo que su
cita asociada a fases avanzadas de descomposicién no significa necesariamen-
te que sean propios de dicha fase, tan solo que se encontraron junto a restos
cadavéricos en dichas fases de descomposicion y que muy probablemente
permanecieron en el suelo durante toda la descomposicién previa. De he-
cho, los 4caros oribatidos son los principales representantes de la mesofauna
edafica pero no sobreviven en el suelo ante el acimulo de los fluidos de
descomposicion, los cuales producen drasticos cambios en las condiciones
ambientales del suelo, dando lugar a la desaparicién de una cantidad impor-
tante de estas especies y permaneciendo solo las mas resistentes. Asi, especies
de familias como Nothridae, Camisiidae u Oppiidae entre otras, son modelos
clasicos de experimentacion empleados en estudios sobre suelos contamina-
dos (BEHAN PELLETIER, 1999, KHALIL ¢/ al., 2009, LINDEN ¢t al., 1994, PARME-
LEE el al., 1993, vAN GESTEL, 2012, entre otros).

5. PROPUESTA DE METODQLOGiAS PARA LA’RECOLECCI(’)N
Y CONSERVACION DE ACAROS DE INTERES FORENSE

Por su pequeno tamano, los dcaros no pueden recolectarse por métodos
tradicionales disenados para recoleccion de insectos. Asi, un pincel hume-
decido en alcohol puede ser suficiente para atrapar entre sus cerdas a los
acaros mas minusculos con un poco de pericia y de paciencia. Sin embargo,
por la dificultad que tienen para ser reconocidas a simple vista las fases mas
pequenas y juveniles, conviene ayudarse de herramientas asequibles que
nos permitiran comprobar posteriormente bajo un microscopio si estan o
no presentes en el entorno que estamos investigando.

Uno de los aspectos mds importantes a la hora de decidir la técnica de
muestreo es el estado del entorno donde se va a proceder a su recoleccion.
Ninguna de las técnicas que describimos asegura la recoleccion de todos los
acaros y, con frecuencia, deberemos recurrir a una combinacion de ellas. Los
criterios para elegir el método mas adecuado se desarrollan con la experien-
cia y es importante especificar en el informe pericial el método empleado,
dado que una eleccién inadecuada puede hacer que determinadas eviden-
cias se pierdan para siempre, o que se haya producido un sesgo de muestreo.

1. CINTA ADHESIVA

Estan disenadas para levantar huellas dactilares y todo tipo de micro-
trazos. Las cintas usadas para la captura de huellas digitales, tipo J-Lar, per-
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miten atrapar sin dificultad los dcaros que pasean por una superficie. Es un
método eficaz para la superficie de cadaveres frescos con poco pelo y que
ain no han empezado a liberar efluvios derivados de la descomposicion. Se
aplican directamente sobre piel o sobre la vestimenta. Sin embargo, no son
convenientes para superficies himedas asociadas a cadaveres en avanzado
estado de descomposicion o que se encuentren en entornos sumergidos, o
para recoleccion de pruebas bajo la lluvia. Dado el elevado riesgo de conta-
minacién cruzada, es conveniente que la cinta a emplear esté debidamente
aislada del medio circundante hasta el momento mismo de su uso. Existen
contenedores especificos que aseguran el aislamiento de la cinta del medio
circundante hasta el mismo momento de su uso (Figura 2).

a b

Figura 2: Cinta para recoleccion de dcaros (a) sobre superficies lisas libres de
fluidos, junto con portarrollos hermético (b) que evita contaminaciones cruzadas
de la muestra a tomar.

Encontramos cintas adhesivas transparentes en el mercado que son un
apoyo extraordinario para atrapar a minusculos acaros que se encuentren
sobre superficies lisas, como puede ser la mesa donde se esta realizando la
autopsia. Una vez pegados a la cinta, ésta debe adherirse con cuidado sobre
una superficie transparente rigida (porta) o sobre una ldmina semirrigida
(particularmente 1til es la hoja de acetato para transparencias) que permi-
tan la observacion directa de estos microartrépodos y otros restos adheri-
dos, al microscopio, sin necesidad de levantar la cinta de nuevo, evitando al
maximo toda posible contaminacién con el entorno. No obstante, si se in-
troducen inmediatamente en un tubo con alcohol, los acaros pueden des-
prenderse de la cola y podran ser debidamente conservados o procesados
para su posterior estudio. En caso de almacenar la muestra en un tubo con
alcohol, este debera ser debidamente precintado y rotulado para asegurar
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la cadena de custodia desde su recogida hasta la llegada al especialista. La
cinta adhesiva también debe ser debidamente rotulada y almacenada en
bolsas precintadas, en caso de preservar la muestra en la cinta, y debe man-
tenerse refrigerada en nevera para su correcta conservacion.

2. LEVANTADORES DE GEL

Estan disenados para levantar huellas de mas profundidad, como las
ofrecidas por la suela de calzado, rodadas de vehiculos y otras marcas deja-
das sobre un terreno. Al gel puede adherirse cualquier estructura que haya
sobre una superficie lisa, incluidos los dcaros y otros microartrépodos. No
es valido para superficies humedas asociadas a cadaveres en avanzado esta-
do de descomposiciéon o que se encuentren en entornos sumergidos. Per-
mite conservar en perfecto estado a los dcaros y preservarlos de contamina-
ciones externas una vez se cubre la superficie de gel con la ldmina
protectora. Aquellos dcaros que se encuentren total o parcialmente fuera
del perimetro de la superficie podrian proceder del exterior e introducir
artefactos procedentes de contaminaciones externas. S6lo aquellos acaros
que estén absolutamente cubiertos por la banda protectora deberan ser
tenidos en cuenta.

3. EMBUDOS BERLESE-TULLGREN

El método Berlese es un sistema de extraccién por embudo para separar
los pequenos artrépodos del suelo. Fue desarrollado por el acar6logo italia-
no Antonio Berlese (1863-1927) a finales del siglo XIX. En el sistema dise-
nado por Berlese circula agua caliente entre las paredes dobles de latoén de
un embudo (o embudos) donde se ha depositado la muestra de la que se
quieren extraer los organismos, de manera que la muestra se seca lenta-
mente. En 1918, Albert Tullgren (1874-1958) modific6 el método, reempla-
zando la envoltura de agua por un foco de luz eléctrica colocado a unos
centimetros de la muestra (Figura 3). En consecuencia, el método habitual-
mente empleado consiste en un embudo sobre el que se coloca la muestra
de la que se desea extraer la fauna; en el caso que nos ocupa, una muestra
del suelo sobre el que se encontré el cadaver o restos de este. Sobre el em-
budo, una luz ird calentando el entorno provocando una reaccion de huida
en la fauna que se encuentra en dicho entorno, la cual ird hacia la parte
inferior donde un tubo colector con alcohol ird atrapando a todos los ha-
bitantes de dicho suelo (MArRcOs GARciA, 2004). Estos métodos permiten
extraer a los organismos con capacidad de desplazarse. En caso de querer
criar la fauna extraida, bastard con poner agua en lugar de alcohol en el
colector y retirar los individuos a diario para trasladarlos al recipiente de
cria. Por precaucion, es conveniente que el tubo recolectory el extremo del
embudo encajen perfectamente. De esta manera evitaremos contaminacio-
nes cruzadas por dcaros que se encuentren en el entorno donde se ubica la
trampa.
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Figura 3: Diseno del método de extraccion de fauna edafica por un embudo dise-
nado por Berlese y modificado por Tullgren.

4. FLOTACION

Es un método eficiente para extraer fauna en suelos con elevado drena-
je, especialmente en suelos arenosos. No obstante, el método puede em-
plearse para separar a los seres vivos de otros restos que caen de la parte
superior del embudo durante la extracciéon por el método Berlese-Tullgren.
STRICKLAND (1945) emplea una solucién saturada de agua con sal comuin
(CINa). La muestra debe permanecer durante 20-24h para asegurarse que
todos los organismos suban a la superficie, pudiendo retirar el sobrenadan-
te con la fauna que queda separada de los restos inertes de la muestra.
LapeLL (1936) y SALT & HoLLick (1944) emplean una solucién de sulfato
de magnesio: GEURS (1991), ANDRE & NoT1 (1993) y DUCARME et al. (1999),
basados en la afinidad que presenta la cuticula de los artrépodos hacia los
derivados del petréleo, proponen el empleo de heptano o 1,2 dibromoeta-
no en lugar de la solucion salina (SANDLER et al., 2010), si bien puede re-
ventar los acaros mas delicados por lo que debe manipularse con cuidado
y s6lo con las fases mds esclerosadas de algunas especies como, por ejemplo,
algunos Oribatidos.

5. CUCHARAS Y ESPATULAS O PINCELES

Bien sobre superficies bien para penetrar dentro de pequenos orificios,
se puede raspar la superficie de microorganismos que la tapiza (biofilm) y
de la cual se estan alimentando algunas especies de acaros, como los His-
tiostomatidae (OCONNOR, 2009, SALONA & PErOTTI, 2014). Para estos aca-
ros basta con raspar con espatulas o barrer la superficie htimeda con un
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pincel fino y sumergir la muestra en alcohol. Debemos insistir que aunque
no se vean los dcaros éstos pueden estar presentes en todas las superficies y
no deben obviarse.

En determinados estados de descomposicién cadavérica el namero
de acaros puede alcanzar dimensiones espectaculares. En determinadas
condiciones ambientales puede suceder que el cadaver esté absoluta-
mente cubierto de una masa de acaros alimentandose de sus restos, hon-
gos, etc.; particularmente en el estadio avanzado (OCONNOR, 2009). Por
ello, en ocasiones, un raspado de la superficie del cadaver con una espa-
tula o una recoleccién de la muestra con una cucharilla desechable pue-
de aportar informacién adecuada de la diversidad de acaros asociados a
esa parte del cadaver (PASQUERAULT et al., 2006). Una vez recolectados,
bastara con agitar suavemente la espatula o la cucharilla dentro de un
recipiente con etanol al 70% para que todos los dcaros se suelten y que-
den debidamente conservados hasta su observacién al microscopio.
Igualmente deben tomarse las medidas preventivas adecuadas que evi-
ten la contaminacién cruzada con otras especies de dcaros que haya en
el entorno y que no correspondan a la fauna de acaros asociada al cada-
ver. Debe procederse a abrir el recipiente justo antes de introducir la
muestra y efectuar el precintado de seguridad inmediatamente después
de dicha toma de muestra. Toda negligencia durante el proceso invali-
dara el valor de la prueba.

6. INSECTOS PORTADORES

Por ultimo, es importante la colaboracién entre entomélogos y acarélo-
gos. Dado que determinadas especies utilizan a los insectos como porteado-
res para llegar facilmente al cadaver, es conveniente separar debidamente
todos los adultos de los insectos en tubos independientes. Dado que cada
espécimen de insecto puede estar transportando especies diferentes de
acaros, también es conveniente separarlos por sexo dentro de cada especie.
Por ejemplo, en un tubo guardaremos hembras y en otro machos de C. vi-
cina; del mismo modo procederemos para C. vomitoria etc. Tanto la especie
de 4caro como su fase de desarrollo pueden indicarnos si el insecto acaba
de llegar al entorno cadavérico o esta disponiéndose a partir, informacion
altamente valiosa para realizar una estimacién mds precisa del intervalo
postmortem. Los especimenes pueden conservarse en posiciéon dorsal y ven-
tral en un porta (Figura 4), debidamente etiquetados, lo que agilizara el
proceso de identificaciéon por parte del especialista.

Finalmente, al margen de la(s) técnica(s) empleadas para la recoleccion
de los acaros de interés forense, estos deberan ser debidamente conserva-
dos, precintados y etiquetados siguiendo las normas internacionales ya de-
sarrolladas para los insectos (AMENDT ef al., 2007; ARNALDOS et al., 2006).
En la ficha de registro de las muestras se especificard la técnica empleada
para la extracciéon de los acaros junto con la regién de donde se ha extraido
la muestra. En el Anexo presentamos una adaptacion de la ficha de registro
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Recolector/

Figura 4: Disposicion de dcaros en un porta, en posicion tanto dorsal
como ventral, para envio a un especialista.

propuesta por la Asociaciéon Europea para la Entomologia Forense EAFE
(AMENDT et al., 2007) que permite registrar informacion procedente de
otros entornos y de otros grupo de artrépodos.

La identificacién de los acaros requiere de una pericia y entrenamiento
especiales por la elevada diversidad y complejidad de observacion de las
estructuras con valor taxonémico. La asociacién europea de Acarologia
(EURAAC) es una via adecuada para contactar con expertos en la taxono-
mia de los principales ordenes, familias, géneros y especies.
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ANEXO

Siguiendo el modelo consensuado por la Asociacién europea para la
Entomologia Forense (AMENDT et al., 2006) adaptamos la ficha técnica,
incluyendo la relacién de muestras, al formato adjunto en el presente ane-
x0 de forma tal que una misma ficha de registro de entrada pueda ser em-
pleada para ambos tipos de muestras.
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Protocolo para el registro de muestras acarolégicas para investigacion pericial

forense (pagina 1/3)

Recolector/a fecha/hora Cason®
ESPECIFICACIONES
Edad Sexo Altura Peso
Posicion Enterrado Profundidad estimada Sobre tierra
Tumbado sumergido
Observaciones
Vestimenta total parcial ausente
Cuerpo cubierto con
Observaciones
Estado de descomposicion fresco hinchado
descomposicion activa  descomposicion
avanzada
esquelético
Observaciones
Otros danos *
Carroneros, senales
Heridas
LUGAR DE LOS HECHOS
Exterior Bosque Cultivo Pastizal / arbustos
Pradera

Parque sobre hierba, sobre asfalto

publico suelo
Interior Garaje/ Granero/ Piso Casa de

almacén establo campo

Observaciones

Sobre el suelo (moqueta, alfombra, etc)

Habitacion (especificar)
Ventana abierta

Otros: vehiculo, etc.

calefaccion Si/No

TEMPERATURA
ambiente (2m sobre suelo) ambiente 2 (5 m sobre suelo
Superficie del cuerpo Masa larvaria 1* Masa larvaria 2% Masa larvaria 3*
Interfaz suelo/cadaver Suelo (20 cm bajo cadaver) Agua

Registrar la temperatura ambiente en los 5-10 dias posteriores al descubrimiento del cadaver

* indicar, por favor su ubicacién en el esquema de las figuras adjuntas
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Registro de muestras de artropodos recolectadas para su analisis
forense (pag. 2/3)

Recolector/a fecha/hora Caso n°

Indicar, por favor las siguientes observaciones:

areas con vestimenta

trazas de carroneros (SC->)
heridas (W->)

masa larvaria (LM1, LM2... ->)
muestras, procedencia (1, 2, 3, ...)
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Registro de muestras de artropodos recolectadas para su analisis
forense (pag. 3/3)

Recolector/a fecha/hora Caso n°

INSECTO, DI: DIPTERO, CO: COLEOPTERO; AC: ACARO;
CR: CRUSTACEO;
0O: OTROS (ESPECIFICAR)
FASE : H: HUEVO, L: LARVA, N: NINFA, P: PUPA,
AD: ADULTO
E: EXUVIA O MUDA, P0: PUPARIO VACIO

CONSER- | LOCA-
MUESTRA TIPO VADOS,/ | LIZA-
VIVOS* |CION#**

N°

reg. Abund. [HO L/NO PO AdO Did Cod AcO CrO0 OO

HO L/NO PO AdO Did CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoO AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO DiOd CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoO AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoO AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO DiOd CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO DiOd CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO DiD CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoO AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO DiOd CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoOd AcO CrO OO

HO L/NO PO AdO Did CoOd AcO CrO OO

H: huevos, L: larvas, N: ninfas, P: pupas, Ad: Adultos.

* indicar si se fijan en alcohol o se conservan vivos para cria, por ejemplo.
** Especificar la procedencia, zona del cuerpo, suelo, etc. y referir al esquema de la figura.
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Abstract: Forensic entomology studies the arthropods to provide useful
information in judicial proceedings, being the postmortem interval (PMI)
estimation one of its most important contribution. Scanning electron mi-
croscopy (SEM) has been broadly used for the accurate identification of
blowflies of forensic interest, but usually the sample preparation lasts too
long and/or can produce the introduction of artefacts to the image. In that
sense, the development of a reliable protocol for insect sample examina-
tions through SEM is needed. The blue bottle fly Calliphora vicina Ro-
BINEAU-DESvoIDY, 1830 is a blowfly related to decomposing remains, com-
monly reported worldwide in forensic caseworks and easy to be identified
with basic blowfly knowledge. Therefore, the present work uses C. vicina as
a model to design and develop an adequate, fast and simple protocol for
the proper observation of blowflies through SEM. During the optimization
of the protocol, the perfect combination of good image contrast, not too
much artefact introduction and quick sample preparation were obtained
using a mean time of glutaraldehyde treatment and no osmium tetroxide.
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It was also observed that the use of critical point drying or hexamethyldisi-
lazane to dry samples is not necessary, as air drying at room temperature on
a blotting paper is safe, faster, cheaper and gives good results. In this way,
and focused on C. vicina, the most adequate protocol to each developmen-
tal stage of blowflies (eggs, larvae, pupae, puparia and adult genitalia) was
achieved.

Resumen: La Entomologia forense estudia los artréopodos que aportan
informacién util en procesos judiciales, siendo la estimacion del intervalo
postmortem (IPM) una de sus contribuciones mas importantes. La micro-
scopia electréonica de barrido (MEB) ha sido ampliamente utilizada para
una identificacion precisa de moscardas de interés forense pero, fre-
cuentemente, el procedimiento seguido es muy largo o puede introducir
artefactos en la imagen. Por ello, se precisa desarrollar una técnica fiable
para el estudio de insectos por medio del MEB. El moscardén azul Calli-
phora vicina Robineau-Desvoidy, 1830 es una especie asociada a restos en
descomposicion ampliamente citada en casos forenses y facil de identifi-
car con unos conocimientos basicos sobre las moscardas. Por ello, el pre-
sente trabajo ha empleado C. vicina como modelo para disenar y desarrol-
lar un protocolo sencillo, rapido y adecuado para la observaciéon de
moscardas por MEB. Durante la optimizacién del protocolo se logré la
mejor combinacién de eficiencia en el tiempo empleado para obtener un
buen contraste de imagen sin introducir demasiados artefactos con el
empleo de glutaraldehido y sin el uso de tetraéxido de osmio. También
se observé que no es preciso el secado de las muestras por punto critico
o por el uso de hexametildisilazano dado que el secado al aire a tempera-
tura ambiente sobre un papel presenta menos problemas, es mas seguro,
rapido, barato y da buenos resultados. Asi, centradas en el moscardon
azul C. vicina, se detalla el protocolo mas apropiado para cada fase de
desarrollo (huevos, larvas, pupas, pupas, pupario y genitalias de los adul-
tos genitalia).

Palabras clave: Calliphora vicina, MEB, huevo, larva, pupa, pupario, adul-
to, optimizaciéon microscopica ultraestructural.

INTRODUCTION

Forensic entomology studies the arthropods to provide useful informa-
tion in police investigations or judicial proceedings, being the postmortem
interval (PMI) estimation one of its most important contribution (ARNAL-
Dpos et al., 2005, GOMEZ-GOMEZ et al., 2007, LorD 1990, WELLS & LAMOTTE,
2001). Medico legal issues in particular, need accurate identification of in-
sect specimens (immature stages and adults) as a critical prerequisite to
conduct correct analyses, since the developmental rate of each species dif-
fer with the temperature.
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Many entomological studies (CHAIWONG et al., 2008, MARTINS MENDON-
CA et al., 2008, 2010, SURONTASON et al., 2004, 2006a, 2006b, 2006¢, 2006d,
2008a, 2008b, SzrrrLA & VILLET, 2011, UBERO-PAscUAL, 2005, 2012) have
used scanning electron microscopy (SEM) through different techniques, to
describe fine morphological details of different structures in different phas-
es of the blowfly cycle (eggs, larvae, puparia, adults), which may be useful
in forensic investigations. The procedure for preparing biological samples
for SEM analysis involves several progressive stages such as cleaning, fixa-
tion, dehydration or drying. To obtain good results, careful manipulation
of specimens from the moment of the collection is required. A deficient
treatment in any of these stages may produce distortions in the shape, gen-
eral appearance or specific features of samples, as well as introduction of
artefacts to the image or produce the shrinking of samples. Such deforma-
tions can lead to incorrect interpretations.

In that sense, the development of an appropriate and simple protocol
for insect sample examination through SEM is the first step to provide cor-
rect diagnostic characterizations. Taking into account that in forensic labo-
ratories the quickness in giving a result is maybe as important as the result
itself, the development of an easy, fast and reliable protocol would be of a
great interest.

Calliphora vicina (ROBINEAU-DESVOIDY, 1830) (Diptera: Calliphoridae),
is a synanthropic fly often associated with decomposing remains (BoNaccr
et al., 2009, Garcia-Rojo, 2004, REIBE & MADEA, 2010). Due to its cosmo-
politan distribution, this blowfly is reported worldwide in forensic investiga-
tions. Besides, having a preference for urban environments it is associated
to public health problems, as carrier of pathogenic microorganisms (GREEN-
BERG, 1971). Furthermore, it has medical and veterinary importance as it
can cause accidental myiasis (SOLER Cruz, 2000). Its life cycle is holome-
tabolous and this necrophagous species feeds on dead bodies, being ex-
tremely common on human corpses in temperate regions throughout the
United States and Europe (BYRD & CASTNER, 2010).

Popularly known as blue bottle fly, C. vicina adults can easily be recog-
nized by the metallic blue colour of the abdomen, the yellow basicosta in the
upper border of the wing and the yellowish anterior spiracle (ROGNEs, 1991).
These flies lay a large amount of white elongated egg masses. The eggs con-
tain a furrow that runs almost the entire length of the egg, called median area
(MENDONCA et al., 2008). The larvae that hatch from these eggs are soft-
bodied and are commonly known as maggots due to the wormlike appear-
ance/aspect of the body, they can be recognized due to the presence of an
additional sclerite pigmented between the mouthparts. The posterior spira-
cles are surrounded by a complete peritreme and at a distance between each
other similar to their diameter. The openings of the anterior spiracles are
disposed in a single row of 5-7-openings. The body segments are delimited by
few rows of thin spines arranged in groups (SzpiLa, 2010). C. vicina moves
into three instars before hardening the cuticle during pupariation. Pupae are
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cylindrical in shape and composed of the hardened larval integument of the
last larval instar (SUKONTASON et al., 2006d). Empty puparia have a smooth
surface and preserve the remains of the mouthparts in the anterior part, al-
lowing us to a quick confirmation of its identity.

As C. vicinais a common species, easy to be identified with a basic knowl-
edge on blowfly diversity, we decided to use it as model to find an adequate
protocol to be applied to future studies of blowflies through SEM. There-
fore, the present work analyzes previous research published on scanning
electron microscopy applied to insects, to develop an appropriate and sim-
ple protocol for the observation of the developmental stages of blowflies
through SEM, focused on C. vicina.

MATERIALS AND METHODS

All the instars of C. vicina examined in this study were obtained from a
colony maintained at the Forensic Entomology laboratory of the Depart-
ment of Zoology and Animal Cell Biology, Faculty of Science and Technol-
ogy, University of the Basque Country (UPV/EHU), Biscay, Spain. Adults
were captured using a selective attraction trap placed in a window of the
laboratory, with animal viscera as bait, following a double funnel model
(HWANG & TURNER, 2005). They were then morphologically identified us-
ing taxonomic keys (CARLES-TOLRA HJORTH-ANDERSEN, 2004, GONZALEZ-
Mora, 1989, Peris, 2004) before being transferred to breeding cages.
Breeding conditions of laboratory colonies were room temperature and
natural light/darkness photoperiod. Maggots were supplied with pork kid-
ney and adults with water and sugar as culture substrates (IRELAND & TURN-
ER, 2006, KANESHRAJAH & TURNER, 2004).

After reviewing literature sources, different protocols to prepare sam-
ples for SEM were designed, all of them summarised on Table 1. The first
two protocols are mainly based on previous studies by SURONTASON et al.,
2003 and SzriLa & Papk, 2008, with little changes (ANDRADE, per. com).
Remaining protocols were designed after observing the results from first
assays. Changes consisted on the variation in treatment time with glutar-
aldehyde/ethanol and the use of different ways of drying, such as air dry-
ing on blotting paper. In the tested protocols, samples were boiled (in the
case of eggs and maggots only) for a minute and washed by ultrasounds
and saline solution (not protocol version 1) to prevent artefacts and dirty
surfaces. They were later fixed (not protocol version 1) with a 2,5% gluta-
raldehyde mixture in phosphate buffer solution (PBS) with a pH of 7,4 at
4°C, for different time periods depending on the protocol version. After
fixation, samples were rinsed twice with PBS (not protocol version 1) and
dehydrated through increasing ethanol concentrations. Some protocols
also included treatment in acetone, the time lengths of both steps being
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different depending on the protocol. Finally, samples were dried with
hexamethyldisilazane or left to air dry on a blotting paper at room tem-
perature and protected against any contamination, depending on the
protocol version.

The samples, once treated, were stuck using double-sided conductor
tape in cylindrical brass structures. They were then metalized by gold-palla-
dium sputtering (Aspoas, 1991) in a BalTec SCD 004 coater. The metaliza-
tion was done at about 50 mm in height, to avoid overheating of the sample
(GOLDSTEIN et al., 2003). The gas used to ionize the gold-palladium tablet
was Argon, which was kept at a pressure of 5 ® 10? mbar. Samples were
coated with a layer of about 10 nm thick with a current of 15 mA acting for
120 seconds. The micrographs were taken in a SEM JEOL 6400 actually at
the UPV/EHU «Electronic Microscopy and Material Microanalysis service»
installed in the Faculty of Science and Technology. Working conditions
were: 15 keV beam energy, a beam current of less than 10" A, high vacuum
and a working distance between 5 and 38 mm.

Complementarily, one sample was examined through low vacuum at
UPV/EHU «Analytical and High resolution Microscopy in Biomedicine
service», installed in the Faculty of Medicine. This sample did not undergo
any prior treatment or metalization, and was seen by low vacaum SEM HI-
TACHI S-3400N. Micrographs were taken under working conditions of 15
keV beam energy, 60 and 200 Pa pressure depending on the case, and at a
working distance between 9.6 and 10 mm.

The terminology used in describing the morphology of the eggs in this
paper followed MARTINS MENDONGA et al., 2008. Larval terminology follows
SzriLa, 2010. Pupae and empty puparia terminology follows SUKONTASON
et al., 2006d. Terminology used for adult genitalia follows ROGNES, 1991
and CHAIWONG et al., 2008.

RESULTS

As cuticular hardness varies from one instar to another, it was unneces-
sary to test all protocols at all stages, because the information obtained from
micrographs of a specific protocol for one stage allowed us to discard this
protocol for other instars. In first assays, samples were treated in 1.5ml vials,
but it was found that samples were usually deformed and it was not easy to
manipulate them properly when changing reactive. Therefore, it was de-
cided to use flat surface containers in following procedures.

Eccs

When trying to differentiate blowfly eggs, the aspect of the median area,
how this ends in the anterior and posterior pole or the appearance of the
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micropyle are details to focus on. The appearance of the islands inside this
median area are also important as diagnostic characteristics, and an appro-
priate protocol for the observation of this samples through SEM should al-
low us to see them indubitably.

In the first protocol (Pvl), it was tested what happens when there is no
glutaraldehyde fixation. Egg samples were just dehydrated in an ascending
series of ethanol, starting from their ethanol concentration of conservation,
70% (Apams & HALL, 2003, AMENDT et al., 2007). Structures do not crystal-
lize (Fig. 1A), but due to the lack of glutaraldehyde a loss of contrast in the
image was observed, which makes more difficult a proper focus of the sam-
ple and the observation on detail of the islands.

A massive crystallization of the structure of the egg samples is produced
when fixing them through 24 hours (Pv2) in glutaraldehyde (Fig. 1B). These
artefacts produce distortions on the general appearance of the egg. However,
this fixation period gives to the sample good contrast and focuses easily.

Three protocols (Pv3, Pv4 and Pvb) with mean times of fixation with
glutaraldehyde/ dehydration through ethanol were designed, to test if fixa-
tion was unnecessary or glutaraldehyde treatment time should be near 24
hours, as previous protocols produced a lack of contrast (Pvl) or an exces-
sive crystallization (Pv2). When immersing egg samples for 12 hours in glu-
taraldehyde and 6 hours of dehydrations, (Pv3) a good contrast was ob-
tained but crystallization is still produced, some crystals still appear on the
surface of the egg, not allowing us to see details in its surface structure (Fig.
1C). 6 hours/3 hours in glutaraldehyde/ethanol (Pv4) produced even less
crystallization, while an acceptable contrast was maintained (Fig. 1D). The
immersion in only 10 minutes of glutaraldehyde, followed by 10 minute
dehydration lots in ethanol (Pv5), produced no crystallization of the struc-
ture but there was a high loss of contrast (Fig. 1E).

When lowering the glutaraldehyde treatment time down to 4 hours, and
ethanol dehydration steps to 2 hours (Pv6) it was observed nearly no crystal-
lization of the egg structures maintaining a good image contrast (Fig. 1F).
But the appearance of the islands in the median area was not good enough.
As in previous protocols the use of hexamethyldisilazane produced a strong
drying of the samples and this wrinkle too much, it was decided to let them
dry at room temperature on a blotting paper and protected against con-
tamination. Thus, it was seen that samples wrinkle less, although an optimal
result was still not achieved.

In the last proposed protocol (Pv7) the glutaraldehyde treatment lasted
2 hours, ethanol dehydrations 1 hour and the drying process was done on
a blotting paper, at room temperature and protected against contamina-
tion. With this protocol (Figs. 2A-C) egg samples wrinkle less and enough
image contrast is achieved without excessive crystallization of the structures,
allowing us to see the appearance of the median area (Figs. 2A-B) or even
the holes in the islands (Fig. 2C).
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Figure 1. SEM micrographs of C. vicina eggs. (a) detail of the anterior pole of egg

treated with Pvl. (b) detail of the anterior pole of egg treated with Pv2. (c) general

lateral view of egg treated with Pv3. (d) dorsal view of the anterior pole of egg

treated with Pv4. (e) detail of the anterior pole of egg treated with Pvb. (f) detail of

the anterior pole of egg treated with Pv6. Abbreviations: (ap) anterior pole, (is)
islands, (ma) median area and (pp) posterior pole

As eggs where one of the most problematic samples to prepare, for ob-
taining good results a complementary sample was tested in low vacuum
microscope with no chemical treatment. The structure of the egg did not
wrinkle, allowing us to see the general aspect and the appearance of the
median area, but the lack of contrast when working under these pressures
is very high, and it is very difficult to focus the image or see specific details
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Figure 2. SEM micrographs of C. vicina eggs. (a) general dorsal view of egg treated
with Pv7, with the median area extending almost through the entire length of the
egg. (b) dorsal view of the anterior pole of egg treated with Pv7. (c) detail of the
islands with holes in the median area of egg treated with Pv7. (d) general dorsal
view of egg under low vacuum microscope, with the median area extending almost
through the entire length of the egg. (e) dorsal view of the anterior pole of egg
under low vacuum microscope with the micropyle differentiated near to the median
area. (f) detail of the islands in the median area of egg under low vacuum microscope.
Abbreviations: (ap) anterior pole, (is) islands, (ma) median area, (mp) micropyle
and (pp) posterior pole.
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of the islands in the median area (Figs. 2D-F). Furthermore, after some
time the samples began to deform as a result of the near environmental
vacuum low pressure.

MaGGoTs

Although maggots look very similar to untrained eyes, they have many
structures of diagnostic value. On the anterior spiracles, it is important to
observe how many papillae there are. On posterior spiracles we should
check if the peritreme is complete, focus on the shape of the bottom, how
the spiracular discs are located one to each other, how the spiracular hairs

Figure 3. SEM micrographs of C. vicina maggots. (a) lateral view of the cephalic

segment of a third instar maggot treated with Pvl. (b) anterior spiracle of a third

instar maggot treated with Pvl, showing a single row of 8 papillae. (c) posterior

spiracles of a third instar maggot treated with Pv2, completely crystallized.

Abbreviations: (an) antenna, (as) anterior spiracle, (11) labial lobe, (mh) mouthhook,

(mo) mouth opening, (mps) maxillary palpus, (or) oral ridges, (pap) papillae and
(ps) posterior spiracles.
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Figure 4: SEM micrographs of C. vicina maggots. (a) posterior spiracles of a first
instar maggot treated with Pv6, bearing 1 spiracular slit. (b) posterior spiracle of a
second instar maggot treated with Pv6, with the characteristic 2 separated and
practically straight spiracular slits. (c) posterior spiracle of a third instar maggot
treated with Pv7, with the characteristic 3 linear and separated spiracular slits. (d)
detail of the cephalic and thoracic segments of a first instar maggot treated with Pv7
seen laterally, with the absence of the anterior spiracle. (e) detail of an anterior
spiracle of a second instar maggot treated with Pv7. (f) lateral view of the entire
body of a third instar maggot treated with Pv7. Abbreviations: (abs) abdominal
segments, (b) button, (cs) cephalic segment, (pe) peritreme, (pap) papillae, (ps)
posterior spiracles, (psh) posterior spiracular hairs (sl) spiracular slits and (ts)
thoracic segments.
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look like in each disc, or how many slits have the spiracular discs, together
with their shape and position. The shape and disposition of the interseg-
mental spines have also taxonomic value.

Based on previous appreciations done on egg micrographs, maggots
were not observed with protocols Pv3, Pv4, and Pv5. It was noticed that lar-
vae reacted similarly to eggs to the use of different protocols, but they wrin-
kle less. When not using glutaraldehyde for the fixation (Pvl), a lack of
contrast is observed but the structures are not crystallized at all (Figs. 3A-B).
When using 24 hours of glutaraldehyde immersion and hexamethyldisila-
zane drying (Pv2), structures get completely crystallized and wrinkle a lot
(Fig. 3C), not allowing us the observation of taxonomic details as the slits
in the spiracular discs.

Using either glutaraldehyde immersions of 4 hours (Pv6) or 2 hours
(Pv7), almost the same crystallization of structures is produced (Fig. 4).
The contrast is good in both cases, but 2 hours of glutaraldehyde immer-
sion give the right combination of little crystallization and enough con-
trast with shorter preparation time, useful in forensic investigations.
The shape of the spiracular slits, or the details of the spiracular hairs in
all the tree instars (Figs. 4A-C), the absence of anterior spiracle in the
first instar (Fig. 4D), details of the papillae of anterior spiracles (Fig.
4E) or the general appearance of the maggot (Fig. 4F) are clearly seen
with these protocols.

PUPAE AND EMPTY PUPARIA

When trying to identify a pupa, we have to look for the same character-
istics as in maggots. Pupae and empty puparia have a hardened skeleton,
and air drying is enough for SEM after cleaning the surface by ultrasounds
(Pvl). This was the first and only protocol tested for these instars and as
expected, being quite hard structures, enough image contrast is achieved
with neither fixation in glutaraldehyde nor ethanol dehydrations, with the
absence of artefact introductions (Figs. 5A-D). We can perfectly see the
form of the intersegmental spines and how they are arranged in groups
(Fig. 5A), the papillae in the anterior spiracle (Fig. 5B), how the distance
between the spiracular discs is similar to their diameter (Fig. 5C) as well as
the remains of the mouthhook inside the empty puparia (Fig. 5D), a very
useful tool for specific identification.

ADULTS

In the case of identifying adults, observing some details of the genitalia
as the shape of the supraanal plate, cerci, phallum or epandrium is usually
helpful and basic in some other species of the family. Adult genitalia, as
pupae and empty puparia, were just cleaned by ultrasounds and air dried
(Pvl). It is a fast and simple protocol which, when used in samples with
hard structures adequately cleaned, results in images with a good quality,
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Figure 5: SEM micrographs of C. vicina pupae, empty puparia and genitalia treated
with Pvl. (a) detail of the intersegmental spines. (b) anterior spiracle of the pupa
displaying 8 papillae arranged in a single row. (c) posterior spiracles of the pupa
having three spiracular slits on each spiracular disc. (d) detail of an empty puparium
with remains of the larval mouthhook. (e) lateral view of female genitalia. (f) lateral
view of male genitalia. (g) detail of the cerci and phallus of male genitalia.
Abbreviations: (b) button, (ce) cerci, (ep) epandrium, (pap) papillae, (ph) phallus,
(ps) posterior spiracles, (sl) spiracular slits and (spap) supraanal plate.
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enough contrast and a lack of artefact introductions (Figs. 5E-G). This pro-
tocol allows us to see the details of the female (Fig. 5E) and male genitalia
(Figs. 5F-G), as well as the long and thin form of male cerci, an important
diagnostic character.

DISCUSSION

The procedure for preparing biological samples for SEM analysis in-
volves several progressive stages and, a deficient treatment in any of these
stages may produce distortions, introduction of artefacts to the image or
produce the shrinking of the samples that lead to the risk of a misidentifica-
tion. As such deformations can lead to misinterpretations, they should be
minimized as much as possible, keeping at the same time the best contrast
of what we want to observe. Between two protocols having similar results we
will choose the easier and faster one, as in forensic laboratories the quick-
ness in giving a result is maybe as important as the result itself.

To prepare eggs and maggots for SEM, it is advisable to boil them
(1 minute in 100°C water), so that they elongate adequately and putre-
faction of the samples is prevented. It is also important to clean them by
ultrasounds to prevent artefacts and dirty surfaces, and to wash them
several times in a saline solution. During the treatment applied to the
samples, it is important to prevent deformations or inadequate manipu-
lations when changing reactive, so it was decided to use containers hav-
ing a flat surface.

It was confirmed that when samples are not treated with glutaraldehyde
(Pvl, Figs. 1A and 3A-B), the structures do not crystallize, an advantage
when analyzing features of diagnostic value. But it is also observed a loss of
contrast in the image, making difficult a proper focus of the sample and
consequently having a loss of information. When fixing samples with gluta-
raldehyde, a good image contrast is obtained, but it also produces crystal-
lization of the structures introducing artefacts to the sample. This was at-
tributed to the exposed time, as for example with 24 hours immersion in
glutaraldehyde (Pv 2, Figs. 1B and 3C), structures suffer a massive crystalli-
zation, not allowing us to see characteristics of diagnostic value such as the
aspect of posterior spiracles (Fig. 3C).

Although many previous studies have used prolonged times of glutaral-
dehyde fixation (CHAIWONG et al., 2008, CHEN & FapaMmiro, 2008, PEL-
LEGRINT el al., 2011, RADHAKRISHNAN et al., 2009, SUKONTASON et al., 2003,
2007a, 2008a, 2008b, ZbAREK el al., 1996), analyzing the images of the dif-
ferent protocols, we can conclude that glutaraldehyde is necessary to
achieve good contrast, but produces strong artefacts that alter the surface
appearance. Because of that reason, the best option is to use a mean time
of glutaraldehyde treatment, enough to have a good image contrast at SEM
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and not too much crystallization with the introduction of artefacts to the
image. In addition, this makes the protocol faster. In the specific case of
crystallization by glutaraldehyde resulting in artefacts that avoid the recog-
nition of specific structures, one could choose to sacrifice image quality and
try to see the structure without glutaraldehyde fixation (Pvl: Figs. 1A and
3A-B), a less contrasted protocol but without crystallization.

Osmium tetroxide has been broadly used in previous similar research
(CHAIWONG et al., 2008, CHEN & FADAMIRO, 2008, MARTINS MENDONCA ¢t
al., 2008, 2010, PELLEGRINI ¢t al., 2011, RADHAKRISHNAN ¢/ al., 2009, Ruiz-
MARTINEZ et al., 1989, SURONTASON et al., 2003, 2007a, 2008a, 2008b) as
postfixation after glutaraldehyde, as it gives better fixation and contrast to
the samples. But it can also introduce new artefacts, has a complicate ma-
nipulation because of its toxicity, and makes the protocol last longer. Tak-
ing all of this into account, we recommend not using osmium tetroxide, as
glutaraldehyde gives enough image contrast in our assays.

When using dehydration phases for just 1 or 2 hours, and stopping them
at the concentration of conservation of each kind of sample, EtOH 70% for
eggs and EtOH 80% for maggots (Apams & Harr, 2003, AMENDT el al.,
2007), better results were found (Pv6 and Pv7, Figs. 1F, 2A-C and 4), sam-
ples dry in a better form and wrinkle less. This makes the protocol faster
than some of those previously described (Chaiwong et al., 2008, CHEN &
FAapamiro, 2008, SUKONTASON et al., 2003, 2008a, 2008b).

Most of similar SEM studies (Asroas, 1991, CHAIWONG et al., 2008, CHEN
& FApAMIrO, 2008, MARTINS MENDONCA ¢t al., 2008, 2010, PELLEGRINT ¢t al.,
2011, RADHAKRISHNAN ¢! al., 2009, Ru1z-MARTINEZ ¢t al., 1989, SUKONTASON
et al., 2003, 2007a, 2008a, 2008b, SzrP1LA & PAPE, 2008, SZPILA & ViLLeT, 2011,
UBERO-PAscAL & Puig, 2009, UBERO-PASCAL et al., 2005, 2012, ZDAREK e al.,
1996) use the critical point drying technique or hexamethyldisilazane in the
drying process. As hexamethyldisilazane achieves a faster and cheaper dry-
ness than the critical point drying (ANDRADE, per.com.), this last one was not
tested. In fact, we found that hexamethyldisilazane produces a strong drying
of the samples, and these wrinkle too much (eggs and maggots in Pvl, Pv2,
Pv3, Pv4 and Pvb, Figs. 1A-E and 3). Because of that, it was tried to leave sam-
ples at room temperature on a blotting paper, protected against any con-
tamination (pupae and empty puparia in Pvl, Pv6 and Pv7, Figs. 1F, 2A-C, 4
and 5). As it can be seen when comparing the images through the different
methods of drying, this is the most appropriate drying option, as samples
wrinkle less, it is faster and it is also cheaper.

Apart from these general assessments, they were also some specific ap-
preciations done for each specific stages of development of C. vicina.

Eccs

Because of its small size (2 mm in length), the diagnostic structures of
the eggs are very difficult to assess through optical microscopy. This makes
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SEM techniques particularly useful in describing features of diagnostic
value in fly eggs (MARTINS MENDONCA et al., 2008) and it is therefore in-
teresting to find an easy preparation protocol that allows us to appreciate
them.

The egg samples wrinkle in excess during the drying process, because
during the dehydration steps the embryo may shrink and the chorion get
separated from it. Therefore, to see the egg form it is preferable to see
them under a low vacuum microscope in which dehydration steps are not
necessary. (Figs. 2D-F). Also, an advantage of this method is that in the
early stages of observation the different parts of the egg preserve its shape
and size, being possible to make real measurements that can’t be done on
eggs that have been fixed and/or dehydrated.

However, although under the low vacuum scanning electron micro-
scope structures wrinkled less, the lack of contrast was very high and it was
very difficult to focus the image at high magnification and to appreciate the
details of the islands in the median area (Fig. 2F), important diagnostic
characteristics. In addition, after some time, the samples began to deform
as a result of the near environmental vacuum pressure and probably due to
an overheating under the beam.

If a low vacuum microscope is not available or specific details are need-
ed to be seen, the best analyzed option is the high vacuum SEM using 2
hours of glutaraldehyde fixation and air drying on a blotting paper (Pv7,
Figs. 2A-C). This protocol gives enough image contrast without excessive
crystallization of the structures, allowing us to see even the holes in the is-
lands (Fig. 2C).

For instance, the use of an environmental microscope in which the sam-
ples will not suffer as they would be at atmospheric pressure is not advised,
because the eggs could be heated under the beam even if a thermo-ionic
gun is used. A good implementation to the low vacuum microscope would
be a cryogenic plate, which should maintain the egg’s structure without an
increase of the temperature.

MaGGoTs

The immature stages of most Dipteran families remain poorly under-
stood. Although previous research report the presence of 5-7 papillae in the
anterior spiracle (SzpiLa, 2010), we observe specimens with 8 natural open-
ings surrounded by the papillae in these spiracles (Fig. 3B). Scavengers are
very significant in forensic entomology, being calliphorids the most impor-
tant in terms of utility (PEREZ-MORENO et al., 2006). Therefore, more de-
tailed research involving other populations of these worldwide distributed
species are already needed. This makes of special interest the development
of an appropriate protocol for the preparation of these samples for SEM,
being also able to extrapolate the results to other species.
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When observing maggots, there is not much difference between the
crystallization occurring after 4 hours of glutaraldehyde (Pv 6, Figs. 4A-B)
and 2 hours of glutaraldehyde (Pv7, Figs. 4C-F). Both protocols use air dry-
ing on blotting paper and as the last one is faster, we consider it the appro-
priate protocol for the forensic study of such samples.

PUPAE AND EMPTY PUPARIA

The use of pupae or empty puparia in forensic entomology is still prob-
lematic, since accurate identification of the species is necessary, and the si-
milarities between pupae of different species complicate the process (SUKON-
TASON ¢t al., 2007b). Therefore, an adequate protocol to characterize pupae
and empty puparia by SEM and to identify them properly, is already needed.

Pupae and empty puparia just need to be cleaned by ultrasounds and air
dried (Pvl, Figs. 5A-D) as these kind of samples have hardened structures,
and without fixation in glutaraldehyde we can get good contrasted images.
Thus, wrinkles on the structure are not formed and we avoid artefacts intro-
duced when using glutaraldehyde. Besides, this protocol is easy and fast.

ADULTS

In the case of adults, being able to characterize by SEM the genitalia of
flies is of interest as it gives indubitable structural information that can be
applied in taxonomy (CHAIWONG et al., 2008).

Adult genitalia have also hard structures. Because of that reason, the
ideal option is an ultrasonic cleaning followed by air drying on a blotting
paper. (Pvl, Figs. 5E-G). As mentioned previously, it is a fast and simple
protocol and gives images with a good quality, enough contrast, and lack of
artefact introduction.

To summarize all the assessments done in this work, table 2 gives easy
clues to select the adequate protocol for the examination of each stage of
development, focused on C. vicina, through SEM, namely, eggs, maggots,
pupae and empty puparia, and adults.

In conclusion, the results here obtained may provide a point of refer-
ence for future ultramorphological blowfly analysis, as a tool for the insect
identification at any stage of development and even from partial remains.

CONCLUSIONS

When preparing samples for SEM, it is advisable to boil them for 1 min-
ute (eggs and maggots), make an ultrasonic cleaning and use containers
with flat surfaces.
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In prolonged times of glutaraldehyde, it crystallizes under SEM producing
unwanted artefacts. In low times we lose contrast, making it impossible to ob-
serve certain details. In the specific case of crystallization by glutaraldehyde
resulting in artefacts that avoid the recognition of specific structures, one could
choose to sacrifice image quality and try to see the structure without glutaral-
dehyde fixation (Pvl), a less contrasted protocol but without crystallization.

As glutaraldehyde gives enough image contrast we recommend not us-
ing osmium tetroxide, taking into account the toxicity, the difficulty of han-
dling osmium tetroxide and the artefacts that could enter the image.

We consider not necessary the use of critical point drying, as hexame-
thyldisilazane achieves a faster and cheaper dryness. In fact, it was deter-
mined that the most appropriate option is to dry the samples at room tem-
perature on a blotting paper and protected against any contamination.

To see the eggs shape, it is preferable to use a low vacuum microscope.
If this is not available or specific details are needed to be seen, the best
analyzed option is the high vacuum SEM using 2 hours of glutaraldehyde
fixation and air drying on a blotting paper (Pv7).

We consider that the proper protocol for observing maggots would be 2
hours of glutaraldehyde immersion (Pv7). Although there is not much dif-
ference between the crystallization occurring after 4 hours in glutaralde-
hyde (Pv6), the first one is faster, making it the appropriate protocol for the
forensic study of such samples.

Pupae, empty puparia and adults have the ideal protocol in just an ultra-
sonic cleaning and the air drying on a blotting paper (Pvl) due to their
hard structures.
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TABLES

Table 1. Protocols developed for the study. Abbreviations: Pv: protocol version, Sal.
Sol.: saline solution NaCl (0,9 %), Glutar.: glutaraldehyde, PBS: phosphate buffer
solution pH 7.4, EtOH: ethanol, E: eggs, M: maggots, PP: pupae, P0: empty pupar-
ia, A: adults, h: hours, Hexameth.: hexamethyldisilazane, AD/BP: air drying on

blotting paper.
BOIL CLEANING FIXATION | CLEANING DEHYDRATIONS DRYING
E
and | UM | Salol o PBS prog  |Acctone
M sounds | Sol. 80%
67" in E, M = 70%, E,M—
80%, 90%,
EtOH 9.100% EM Hexameth.
Pvl| 1 |70% M, | - - - 19 § N n | oo | 2107 PR
EtOH S‘t‘;ac PO, A —
80%) PP, PO, A — - AD/BP
30%, 50%,
). 70%, 80%,
peg| 10 | O fsevenll o, tvice | 90%, 2100% | 2.12n |exAmet
PBS times . 2-10
12h in each
step
30%, 50%,
, 6-7’ in |several . . 70%, 80%, h Hexameth.
P30T s | times | 120 wice 1 900, 9.100% | 2O | 210
6h in each step
30%, 50%,
, 6-7’ in |several R 70%, 80%, Hexameth.
Pl U s | dimes | OP wice 1 900, 9.100% | 23 | 20
3h in each step
30%, 50%,
L. 70%, 80%,
pus| 10 | 67 In fseverall wice | 90%, 2.100% | 210 |Hexameth.
PBS times ). 2-10
10’ in each
step
6-7 in |several 30%, 50%,
Pv6| 1 . 4h twice  |70%, (M, 80%)| - AD/BP
PBS times .
2h in each step
6-7" in |several 80%, 50%,
Pv7| I’ . 2h twice 70%, (M, 80%) - AD/BP
PBS times .
1h in each step
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Table 2. Adequate protocols for the examination of each instar through SEM.
Abbreviations: EtOH: ethanol, h: hour, AD: air drying, BP: blotting paper.

PUPAE AND EMPTY
EGGS MAGGOTS ADULTS
PUPARIA
Boil 1 1 - -
6-7’ in
Ultra- , . . .
6-7’ in PBS 6-7’ in PBS 6-7" in EtOH 70% EtOH
sounds 70%
Cleaning °
Saline . several
. several times . - -
Solution times
o Glutaral-
Fixation dehyde 2h 2h - -
Cleaning PBS twice twice - -
30%, 50%, 30%, 50%,
70% 70%, 80%
EtOH 1h in each 1h in each ) )
Dehydrations step step
Acetone ) R - -
80%
Drying AD/BP AD/BP AD/BP AD/BP
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Abstract: Protophormia terraenovae larvae are found frequently on corpses
in central and northern Europe but are scarce in the Mediterranean area.
We present the first case in the Iberian Peninsula where P. terraenovae was
captured during autopsies in Madrid (Spain). In the corpse other nec-
rophagous flies were found, Lucilia sericata, Chrysomya albiceps and Sarcopha-
ga argyrostoma. To calculate the posmortem interval, the life cycle of P. ter-
raenovae was studied at constant temperature, room laboratory and natural
fluctuating conditions. The total developmental time was 16.61+0.09 days,
16.75+4.99 days in the two first cases. In natural conditions, developmental
time varied between 31.22+0.07 days (average temperature: 15.6°C),
15.58+0.08 days (average temperature: 21.5°C) and 14.9+0.10 days (average
temperature: 23.5°C). Forensic importance and the implications of other
necrophagous Diptera presence is also discussed.

Key words: Calliphoridae, forensic entomology, accumulated degrees
days, fluctuating temperatures, competition, postmortem interval, Spain.

Resumen: Las larvas de Protophormia terraenovae se encuentran con frecuen-
cia asociadas a caddveres en el centro y norte de Europa pero son raras en el
area Mediterranea. Presentamos el primer caso en la Peninsula Ibérica don-
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de se han recolectado larvas de P. terraenovae en autopsias efectuadas en Ma-
drid (Spain). Otras especies necréfagas fueron recolectadas del cadaver, Lu-
cilia sericata, Chrysomya albiceps'y Sarcophaga argyrostoma. Para estimar el
intervalo postmortem, se estudio el ciclo biolégico de P. terraenovae a tempera-
tura constante, en condiciones de laboratorio y bajo condiciones naturales
variables. El tiempo total de desarrollo fue 16.61+0.09 dias, 16.75+4.99 dias
para los dos primeros casos. En condiciones naturales, el tiempo total de
desarrollo varié entre 31.22+0.07 dias (temperatura media: 15.6°C),
15.58+0.08 dias (temperatura media: 21.5°C) y 14.9+0.10 dias (temperatura
media: 23.5°C). Se discuten tanto la importancia forense como las implica-
ciones de otros dipteros necréfagos presentes en el estudio.

Palabras clave: Calliphoridae, entomologia forense, grados dia acumu-
lados, temperaturas variables, competicion, intervalo postmortem, Espana.

1. INTRODUCTION

Two species of the genus Protophormia are present in Europe but only
Protophormia terraenovae (ROBINEAU-DESVOIDY, 1830) is found in the Iberian
Peninsula (ROGNES, 1991). Protophormia terraenovae is generally described as
a cold climate blowfly, which can be found from boreal to subtropical hab-
itats in all Holartic regions, but it has become established in other conti-
nents. Indeed, in 1999 it was reported for the first time in South America
(Mari1ruis, 1999). In Europe, it is common in northern and central coun-
tries (BENECKE, 1998, GRASSBERGER & FRANK, 2004). In the Mediterranean
countries, records of this species are very scarce. In Italy, it has been reported
from human corpses (INTRONA et al., 1998). In Portugal, it has been captured
on pig carrion (ARNALDOS et al., 2006). In Spain, P. terraenovae was last re-
corded in 1958 from the Pyrenees mountains (Viella, Spain) (GONZALEZ-
MoRA & PERris, 1988) and has been absent in recent studies on sarcosap-
rophagous communities (CastiLLO, 2002, MARTINEZ-SANCHEZ, 2003,
ARNALDOS ¢t al., 2006) and forensic reports from the Iberian Peninsula.

This species has been used as entomological evidence in criminal inves-
tigations to determine the postmortem interval and it is also a serious para-
site of cattle, sheep and some wild mammals (JamESs, 1947, INTRONA ¢t al.,
1998, MARCHENKO, 2001). Despite many aspects of its development time
having been studied in Europe (GRASSBERGER & REITER, 2002) some pa-
rameters could vary considering different geographical areas (MARTINEZ-
SANCHEZ et al., 2007). Blowfly species do not display the same growth rates
as seen in other geographic zones, and therefore, research should be un-
dertaken on the same species in different regions.

An option to utilize P. terraenovae as forensic indicator may be consid-
ered the use of isomorphen and isomegalen diagrams to determine mini-
mum development time (GRASSBERGER & REITER, 2001, 2002) or to calcu-
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late the accumulated degrees days (ADD). These methods imply that
development under fluctuating temperatures corresponds to the develop-
ment under the resulting mean daily temperature (HIGLEY & HASKELL,
2001), but they can be used readily to determine the development stage of
any located species when development occurs at constant temperatures.
Clarkson and collaborators (CLARKSON et al., 2004) raised P. terraenovae
under outdoor fluctuating temperatures, and compared the development
at a mean constant temperature of 20°C. Recently, development of larvae of
different forensically important flies under constant temperatures and un-
der daily fluctuating temperatures in climatic chamber has been investi-
gated and compared (NIEDEREGGER et al., 2010). Nonetheless, studies on
which development under both constant and fluctuating temperatures are
not frequent.

In this study, the first case of P. terraenovaefrom a human corpse in Spain
is reported. In addition, the survival of this species was studied, analysing
different ambient conditions and competition with other necrophagous
species. Firstly, experiments were carried out to obtain biological data
about the rate of development of P. terraenovae under controlled and out-
door conditions and considerations about their influence on postmortem
interval (PMI) estimation. Secondly, data about interaction with necropha-
gous species is analysed. So, Calliphora vicina ROBINEAU-DESvVOIDY, 1830
shows biological similarities with P. terranovae; both species are original
from Holartic region but have widespread to other regions during the last
years, both are abundant in the diptera sarcosaprofagous community, and
both are forensic indicators in corpses; moreover both show annual activity
peaks in cold months, so they could be found at corpses at the same time.

2. MATERIALS AND METHODS

CASE REPORT

On 12" June 2005, a man and a woman (70 and 75 years old, respec-
tively) were found dead at home, in a central flat of Madrid city, Spain
(40.24° N, 3.41° W). The two corpses were found in a room, apparently in
a state of natural death. The man was lying on the bed and the woman was
sitting in a chair in front of the bed. The authorities were advised and the
corpses were taken to the Forensic Anatomy Institute of Madrid where au-
topsies were carried out on 13™ June. The man corpse exhibited colliqua-
tive necrosis or black putrefaction, while the woman corpse presented the
emphysematous or putrefaction stage. Forensic entomology was not rou-
tinely used on scene at that time; therefore no entomological evidence was
collected there. Outdoor temperatures were registered from 12 June until
the death date estimated by the pathologist (30 May), the maximum being
35.5°C and the minimum 15°C; average indoor temperatures were estimat-
ed at 24-26°C. Entomological evidence was collected during autopsies and
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specimens preserved by immersing in hot water and storage in 70% etha-
nol. The specimens were identified (VELASQUEZ et al., 2010) and compared
with the immature collection of the University of Alicante (CEUA-Entomo-
logical Collection of University of Alicante). Isomorphen diagrams and
growth curves were used in order to estimate PMI (GRASSBERGER & REITER,
2001, 2002, GRASSBERGER ¢l al., 2003, DONOVAN et al., 2006).

DEVELOPMENT AT CONSTANT AND FLUCTUATING TEMPERATURES

To study the life cycle of P. terraenovae, three rearing cages (40 x 40 x
40 cm) with about fifty specimens each, 25 males and 25 females, were
placed under different temperature situations: at constant temperature
i.e.: climatic chamber (T* 25+0.5°C, RH 50£10%), at room temperature
i.e.: lab-conditions (T*max: 26.34°C, T*min: 23.24°C, T" average: 24.94°C;
RH max-min: 63%-19.6%, RH average: 44.17%) and at fluctuating condi-
tions i.e.: outdoor conditions (see Table 1). All temperatures were re-
corded every hour by datalogger (HOBO). When adults emerged, fresh
liver was introduced into the cages to enable them to mature and to start
laying eggs during their first 96 hours. Minimal developmental times for
eggs and larva stages during at least three generations were recorded
from the first specimen found. To obtain the minimal period in pupation,
the 50 first prepupae were individualised and recorded as average and
standard errors. Pupal survival rates in three generations in climatic
chamber and outdoor conditions were calculated from the first 50 prepu-
pae collected. From these experiments, temperature and minimum peri-
od to adult was used to determine the degree-days (DD) or thermal con-
stant (K) in constant conditions (GREENBERG & KunNicH 2002). K was
calculated from the equation K=y(#-t,), where y is the developmental time
(days), tis the rearing temperature (°C) and ¢, is the lower threshold
temperature (°C). Calculations with an inappropriate base temperature
(t.) will overestimate the DD, and so the forensic entomologist may give
a false postmortem interval. So, base temperatures for common dipteran
species may have to be predetermined or based on geographical proxim-
ity (GENNARD, 2007). Based on the unknown-origin of our colony of P.
terraenovae (fish bait bought in Spain), we decided to calculate the DD
with minimal temperature values reported for this species [t,=10°C (Hic-
LEY & HaskeLr, 2001, USA), 8.95 (GRASSBERGER & REITER, 2002, Fu-
rope), and 7.8°C (MARCHENKO, 2001, Russia)].

INTERSPECIFIC COMPETITION

Newly enclosed first stage larvae (+ 2h old) of P. terraenovae (fish-bait ori-
gin) and C. vicina (Alicante origin) were obtained from laboratory cultures
maintained at the University of Alicante (Spain). Larvae were maintained in
a controlled room with a temperature of 23+5 °C and relative humidity of
60+5%. Single species groups or pure cultures of 50, 100, 200 and 400 newly
hatched larvae were placed in 20 ml glass vials containing 15 g of pig liver. In
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the case of mixed cultures, initial densities of larvae were 25 larvae P. ferrae-
novae plus 25 larvae of C. vicina, 50 plus 50, 100 plus 100, and 200 plus 200,
with the same methodology as in pure cultures. Every vial was then placed in
a plastic pot (568 ml) containing a 1 cm layer of sawdust in which wandering
larvae could pupariate. Pots were sealed with a fine mesh cover and main-
tained in the same conditions as the colonies. All pots were checked every day
and each density was replicated three times, except 50 larvae density where
there were five replicates. Time to the first pupa and adult was noted; dead
pupae and adult flies were counted and sexed. Once all individuals had
emerged, an index of the size (measurement of the vein dm-cu right wing
using a binocular microscope fitted with an eyepiece reticule) of all individu-
als from each replicate was recorded as a measure of the effect of larval com-
petition (SMITH & WALL, 1997). To determine the possible differences in the
size of individuals and in mortality rates, parametric tests were used, ANOVA
in the case of multiple samples and t-test for comparison of two samples, be-
cause data were normal and homogeneity of variances. In the cases where
assumptions of normality did not meet, nonparametric test U Mann-Whitney
was used. When P value greater than 0.05 were discriminated. We used the
statistical application SPSS.

3. RESULTS

CASE REPORT

Larvae and pupae of Calliphoridae and Sarcophagidae (Diptera) and
adults of Histeridae (Coleoptera) were recovered from corpses. A single
pupa of P. terraenovae was identified by its typical anal papillae, strongly
developed with a mixture of spines monocuspid, bicuspid and multicuspid
(VELASQUEZ et al., 2010). This is the first time that this species is recorded
from human corpses in the Iberian Peninsula. In the corpse of the man,
close to P. terraenovae, pupae of Lucilia sericata (MEIGEN, 1826), mature lar-
vae of Chrysomya albiceps (WIEDEMANN, 1819) and second and third instar
larvae of Sarcophaga argyrostoma (ROBINEAU-DESVOIDY, 1830) were recov-
ered. In the corpse of the woman, mature larvae of L. sericata, C. vicina and
S. argyrostoma were obtained.

To calculate PMI, pupae of L. sericata and P. terraenovae were used in the
case of the man. Time from oviposition to pupation, the isomorphen dia-
gram for P. terraenovae and L. sericata gave 10 days and 8 days respectively at
24°C. In the case of the woman, larvae of L. sericata and C. vicina were meas-
ured (both 1.4 mm) as well as larvae of S. argyrostoma (1.8 mm), the last one
most abundant in the sample. These values were plotted against time for 24-
26°C in growth curves. So, maximum time from hatching to reach this length
was 4 days for L. sericata, ~3 for C. vicina and ~2 for S. argyrostoma. These re-
sults are compatible to postmortem minimal data calculated by the patholo-
gist, 12 days for the man (30 May) and 5 days (6 June) for the woman.
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INFLUENCE OF TEMPERATURE ON THE DEVELOPMENT

Under constant temperature conditions the complete life cycle of P.
terraenovae took 16.61+0.09 days, with the period as larvae 8.33+0.04 and
pupae 7.27+0.08 (Table 1). Transformation into DD results in 249.15 with
a lower threshold temperature of 10°C and 266.6 degrees-days with a low-
er threshold temperature of 8.95°C. In lab conditions the average total
immature period was 16.75+4.99 days, but this varied according to the
four generations studied (Fig. 1). Larval period was 8.25+3.20 days, more
variable than pupal period, 7.50+1.91 days. In external conditions with
fluctuating temperature, the results are different for each generation; the
first generation (F1) shows a complete development time of 31.22+0.07
days (average temperature 15.6°C) (Table 1). After that and probably re-
lated to an increase in outdoor temperatures (average temperature
21.5°C), duration decreases considerably down to 15.58+0.08 days for the
second generation (F2) and keeps decreasing in the third generation
(F3) to 14.9+0.10 days (average temperature 23.5°C) (Table 1). The lar-
vae stage required a maximum of 20 days and pupa 10.22 days during F1
(end of April to early of May), and a minimum of 8 and 5.91 days in larva
and pupa respectively, during F3 (June to early July) (Table 1). The egg-
stage duration was one day in all cases, so this value was added to calculate
the duration of the complete life cycle.

Comparing survival of P. terraenovae in constant conditions versus out-
door conditions, the percentage of emerged adults in the first case was
100%. However, important variations were observed in outdoor conditions,
a 100% rate of survival was only obtained during F1, but during the next
generations a decrease in the survival rate was noted related to the increase
of temperatures (Table 1).

Table 1: Duration (average and error standard in days) and pupal survival rate of
P. terraenovae.

LARVAL PUPAL TOTAL
AMBIENT CONDITIONS PERIOD PERIOD PERIOD Survival
X+SD X+SD X+SD

Climatic chamber (F1, F2, F3)
(T: 25+0,5°C)

Lab conditions (F1 to F4)
(Average T: 24.9°C)

Outdoor conditions (F1)

8.33+0.04 | 7.27x0.08 16.61+0.09 | 100%

8.25+3.20 | 7.50+1.91 16.75+4.99 | 100%

(Average T: 15.6°C) 20 10.22+0.07 | 31.22+0.07 | 100%
Outdoor conditions (F2)

(Average T: 21.5°C) 8 6.58+0.08 | 15.58+0.08 72%
Outdoor conditions (F3) 3 5.0150.10 14.950.10 40%

(Average T: 23.5°C)
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Figure 1: Time of development in egg, larval and pupal stages in several generations
of P. terraenovae under lab-conditions.

INTERSPECIFIC COMPETITION BETWEEN P. TERRAENOVAE AND C. VICINA

Mortality rate increased significantly with increasing initial density in
both species and both types of cultures (pure: P. terraenovae: ¥3,24 = 42.99;
C. vicina: F3,24 = 69.36 and mixed cultures: P. terraenovae: ¥2,9 = 610.34; C.
vicina: ¥3,12 = 9.25) (Table 2). Comparing mixed and pure cultures for
each species, differences in the mortality rate were observed in lower (50
and 100) and high densities (200 and 400) (Fig. 2). In P. terraenovae at low
densities, mortality decreased significantly with the presence of C. vicina
(t=3.35). In C. vicina at high densities mortality decreased with the P. ter-
raenovae presence (t = 5.46). These results indicate different behaviour in
each species: at high density C. vicina is a better competitor and P. terraeno-
vae is worse. However at low density, P. terraenovae showed an interesting
fact, a lower mortality rate in mixed cultures than in pure, contrary to C.
vicina.

The wing size was analysed by sex separately because females were big-
ger than males in C. vicina (pure: F, ;;,=13.27; mixed: F, ;,=61.10) and P.
terraenovae (pure: F, ;;,=40.42; mixed: F, 4,,=11.83). In pure cultures, P. fer-
raenovae (males: Fy,,=257.65; females: F, ;,,=227) (Fig. 3) and C. vicina
(males: F;44=352.53; females: F,,,,=446.83) (Fig. 4) showed significant re-
ductions in the size of wing length with increasing density. In mixed cul-
tures similar results were found. However, these differences were not sig-
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Table 2: Mortality rate (%) at initial density of 50, 100, 200 and 400 in pure and
mixed cultures of P. terraenovae and C. vicina.

MORTALITY (%)
INITIAL DENSITY INTRASPECIFIC COMPETITION | INTERSPECIFIC COMPETITION
P. TERRAENOVAE C. VICINA P. TERRAENOVAE C. VICINA
50 18.21 + 10.58 9.33 +7.02 4.33 +2.31 30.67 + 2.31
100 29.33 + 8.08 41.33 +5.13 1.33 +1.15 34.00 £ 9.16
200 40.33 + 16.53 76.67 + 5.51 69.33 £ 5.13 35.67 + 10.78
400 94.33 + 0.57 91.33 £ 1.53 100.00 £ 0 57.00 + 4.58
100%

m P. terraenovae pure cultures
o P. terraenovae mixed cultures
80% m C. vicina pure cultures

m C. vicina mixed cultures

90%

70%
60%

50%

Mortality

40%
30%
20%

10% -

0%
low densities high densities

Figure 2: Mortality rate (%) at low densities (50, 100) and high densities (200, 400)
in pure and mixed cultures of P. terraenovae and C. vicina.

nificant between the low density groups (50 and 100) and between the high
density groups (200 and 400). In terms of reduced adult size, the data sug-
gest increased levels of competition in mixed rather than in pure cultures
of P. terraenovae (males U=13603.5; females U=17217.5). The same results
were observed in wing sizes of C. vicina (males U=4585.5; females U=
8233.5), with larger specimens of pure cultures. In the case of P. terraenovae,
the effect of the presence of C. vicina crops is mainly reflected in densities
of 200 (males t=39.27; females t=38,14), and it is obvious in densities of 400
(200 larvae of C. vicina and 200 larvae of P. terraenovae) where all the larvae
died.
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Figure 3: Wing-size index in males and females of P. terraenovae in pure and mixed
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Figure 4: Wing-size index for males and females of C. vicina in pure and mixed
cultures.

4. DISCUSSION

It is known that P. terraenovae is one of the early invaders of carrion and
is especially attracted to human cadavers (NUORTEVA, 1987) in north and
central Holartic regions. However, in South Europe, it was recorded for the
first time on a human corpse during August in a rural area of southern Ita-
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ly (INTRONA et al., 1998). In Spain, this species has been previously reported
from mountain areas (GONZALEZ-MoORA & PERris, 1988). In Alicante (SE,
Spain) some specimens have also been captured in mountain areas (unpub-
lished data). In north and central Europe, P. terranovae is usually a synan-
thropic species (VILAGIOVA & PEiko, 1994), which agrees with the pres-
ence of this species in the case here reported (urban area in Madrid city).
This new report confirms its role as entomological evidence and its eco-
logical plasticity. In fact, maximum temperatures for development of P.
terraenovae are about 35°C (GREENBERG & TANTAWI, 1993, GRASSBERGER &
REITER, 2002). However, in latest studies about blowflies in Andorra (Pyr-
enees mountain) (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2001) or other Iberian areas
(SaLoNA-BoRrDAS et al., 2009) its presence is at most rare. CARRENO et al.
(2009) propose that P. terraenovae is an imported blowflies species commer-
cially available as asticot, so the presence of this species could be related to
the use of different species of blowflies and fleshflies as live-bait for fish.
This hypothesis might be confirmed by new research and by DNA analysis.

Larvae and adults of P. terraenovae are usually present together with oth-
er blowtlies such as Calliphora species and L. sericata (GRASSBERGER &
FRANK, 2004). In carrion, the food in corpses constitutes an important fac-
tor that limits the survival of flies, both intra and interspecific survival. Ad-
aptations consist in the rapidity of larval growth and the ability to form vi-
able pupae at a comparatively low final growth weight. But other species
such as the 2" and 3" instar larvae of Ch. albiceps have predatory habits and
are therefore able to destroy competitors on the carcass (ULLYETT, 1950).
The presence of Ch. albiceps in the reported case could explain the low
number of P. terraenovae. Perhaps the absence of samples from the death
scene could be the cause of this low number of specimens. However, unlike
other blowflies, this species usually pupariates on the surface or very close
to it, unless the corpse is very wet or exposed to bright light (NUORTEVA,
1987, BENECKE, 1998).

Entomological evidence was different within the two corpses, and prob-
ably indicated different PMI in both cases. While P. terraenovae, L. sericata,
Ch. albiceps and S. argyrostoma were observed on the male corpse, only L.
sericata and S. argyrostoma were collected from the female corpse. Usually,
the presence of Ch. albiceps is posterior to primary species such as L. sericata
(TANTAWI et al., 1996, CasTILLO, 2002).

In the place were the corpses were found, temperatures were around
24-26°C. The minimal time for P. terraenovae to reach pupa is 10 days at
25°C, but for L. sericata pupae it is lower, 8 days (GRASSBERGER & REITER
2001). For this reason, the PMI calculated by the entomologist and pa-
thologist was 12-10 days for the male corpse. For the female corpse, where
the biggest larvae were L. sericata, the approximation was 4 days using the
length of larvae and the development in days of the third stage (oviposition
to peak feeding at 24°C) (GRASSBERGER & REITER, 2001), compatible with
the estimation of the pathologist, 5 days, PMI 5-4 days. Ch. albiceps absence
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in the woman’s corpse and the more advanced development in specimens
from the man, confirmed that the man died before the woman.

GRASSBERGER & REITER (2002) indicate that when temperature is vari-
able, an age range can be estimated in an isomorphen diagram with the
maximum and minimum temperature recorded in the rearing place. In P.
terraenovae, development rates differ between authors and latitudes, but it is
generally recognised that larval development starts at 10°C, increases line-
arly between 15-30°C and then decreases (SMITH, 1986, BYRD & CASTNER,
2001, GRASSBERGER & REITER, 2002). However, holarctic blowfly species
could not necessarily exhibit the same growth pattern in different zoogeo-
graphic areas. In indoor conditions the use of an isomorphen diagram
could provide a quick and precise minimal estimate for the PMI. In our
experiments, with development of P. terraenovae at constant 25+0,5°C, the
life cycle was 16.61£0.09 days, similar to 15.8 days of GRASSBERGER & REI-
TER (2002) and 14.6 days of MARCHENKO (2001) at the same temperatures.
When our DD (249.15) are analysed using 10°C as a lower temperature
limit, it is within the range (240.2+9.3DD and 251+0.3DD) given by Grass-
BERGER & REITER (2002). At mild fluctuating temperature indoors, the
duration of the life cycle was between 13 and 24 days, in a small range of
temperatures. Finally, in outdoor conditions, the rate of total immature
development increased with temperature; time from egg to adult varied
from a minimum of 14.9 days at average 23.5°C (in F3), to 31.2 days at aver-
age 15.6°C (in F1). These values are compatible with the range of develop-
ment time (12 to 38 days for F3; more than 16 days for F1) obtained if
maximum and minimum external temperatures are introduced in Grass-
berger & Reiter’s diagram (GRASSBERGER & REITER, 2002), but it will be too
variable to use as legal proof. However, if average temperature is applied to
this diagram, results are better (16.5 and 36.5 days respectively).

Rates of development in fluctuating temperatures increase, producing a
shorter period of development when compared to constant temperature in
P. terraenovae (DAVIES & RATCLIFFE, 1994). However, the effect could be
opposite at different stages and, while development rates in larval instars
increased at constant temperatures, in pupae they decreased (CLARKSON et
al., 2004). The increase in larval development of P. terraenovae under fluc-
tuating temperatures versus constant temperatures may be due to compen-
sation between rapid growth at high temperature and slow growth at low
temperature (NIEDEREGGER ¢t al., 2010). The duration of the pupal stage is
relatively long, representing 43% of the total developmental time (GREEN-
BERG & TANTAWI, 1993). But larvae duration was longer than pupae, which
show a percentage similar to those indicated by GREENBERG & TANTAWI
(1993). At constant temperature larval period was 8.33 days but in the labo-
ratory this was 8.25+3.20 days and outdoors was the most variable, from 8
days to 20 days. However, the pupa period was 7.27 at 25°, in the laboratory
it was 7.50+1.91 and in external 10.22 to 5.91 at high temperature. As is
frequently indicated, there is a continuing need to refine and improve de-
velopmental data of forensically important blowflies. Precise values for min-
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imal developmental estimated by stage are important areas of improve-
ment. It is important to notice that when calculating the PMI not only
development times at different temperatures are needed but also tempera-
ture of the larval mass as well as the photoperiod, as they may influence the
development (NIEDEREGGER el al., 2010).

The main direct effects of larval competition are, among others, increas-
ing mortality and decreasing size, which in the case of females adversely affect
their fertility (SMITH & WALL, 1997). Comparing the mortality rate of P. fe-
rraenovae in pure and mixed cultures, differences were observed, where mor-
tality was higher in pure than in mixed cultures in low densities; however, in
high densities the mortality was similar in both cultures. In the case of C.
vicina, the mortality was higher in mixed than in pure cultures at low densi-
ties (< 100) and in higher densities mortality was lower in mixed than in pure
cultures, this may be because the coexistence with P. terraenovae decreases
intraspecific competition, increasing interspecific competition. As for size, in
all experiments the size of males and females increased in mixed cultures
contrary to pure cultures where size decreased with an increase of density.

As it is know, the PMI calculation is of great importance in forensic en-
tomology. For this reason, for their estimation should be taken into ac-
count: a) species present in the bodies, since the presence of some of them
may influence the development of another. In the case report, the presence
of Ch. albiceps could have a negative effect on P. terraenovae therefore ex-
plaining the low number found on the bodies, and in the experiment of
competition the presence of C. vicina increases mortality in P. terraenovae,
b) the different temperatures either fluctuating or constant, because they
influence positively or negatively the life cycle of the species. Throughout
this work, it has been shown that fluctuating temperatures accelerate larval
development of P. terraenovae.
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DATOS PRELIMINARES SOBRE COLONIZACION
TEMPRANA Y ACTIVIDAD DIARIA DE LOS PRINCIPALES
DIPTEROS SARCOSAPROFAGOS EN EL SURESTE
PENINSULAR
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Resumen: En la practica forense, las evidencias entomologicas aportan
consideraciones de gran valor en diversos aspectos; tal vez el mds demandado
sea la estimacion del intervalo postmortem (IPM). Para esta estimacién, nor-
malmente, se asume que ciertos insectos llegan al caddver inmediatamente
tras ocurrida la muerte. Sin embargo, conviene conocer con la maxima pre-
cisién posible el auténtico patrén de colonizacién temprana de los principa-
les insectos (Dipteros necréfagos). Por otro lado, se asume que las moscas
necroéfagas son inactivas durante la noche. Este hecho es de gran importancia
pues, si esto no fuese asi, se podria incurrir en un importante error de calcu-
lo en la estimacion de la data de la muerte. Para tratar de evaluar el patréon
de colonizacién temprana y la actividad diaria de los dipteros de interés fo-
rense en un medio periurbano de la Regién de Murcia, se llevo a cabo un
ensayo en el que se utiliz6 una trampa Schoenly modificada, cebada con un
cadaver de lech6n, durante un periodo de 10 dias en cada una de las cuatro
estaciones anuales, tomandose muestras diariamente cada 6 y 12 horas. Las
especies de dipteros capturadas con mayor abundancia fueron Lucilia sericata
(MEIGEN, 1826), Chrysomya albiceps (WIEDEMANN, 1818), Musca domestica Lin-
neo, 1758, Muscina stabulans (FALLEN, 1816) y Calliphora vicina Robineau-
Desvoidy, 1830. Se registraron las horas en que se obtuvieron las capturas de
tales taxones, observandose variacién estacional y gradacion en horas en la
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llegada de los distintos taxones. Se observaron descensos muy notables de las
capturas coincidiendo con el considerado como periodo nocturno, esto es,
el intervalo desde las 21:00 horas de la noche hasta las 09:00 horas de la ma-
nana del dia siguiente. A partir de estos resultados, se ha caracterizado la
colonizacion temprana de las principales especies de interés forense en la
Regién de Murcia y se apunta a la posibilidad, a falta de estudios disenados
especificamente para este proposito, de que la actividad nocturna de las es-
pecies consideradas es escasisima o nula, lo que, a efectos forenses practicos,
corroboraria la comin asuncion de la posible inexistencia de actividad noc-
turna de dichas especies y, por lo tanto, de ovoposicion.

Palabras clave: Colonizaciéon temprana, actividad diaria, Intervalo post-
mortem, Entomologia forense, Dipteros.

Abstract: Entomological evidence provides data of great value in forensic
practice. Probably, the main goal is the estimation of postmortem interval
(IPM) thatis usually made on the basis of certain facts. It is normally assumed
that some insects arrive to the corpse just after death occurred. Nevertheless,
it is convenient to know with the maximum accuracy, the early succession
pattern of the most relevant insects, such as necrophagous Diptera. On the
other hand, it is also assumed that necrophagous flies are not active during
night time. This fact can be essential in estimating IPM since it can lead to an
estimation bias of 12 hours. In order to evaluate the early colonization pat-
tern and daily activity of Diptera of forensic interest in a periurban environ-
ment in Region de Murcia (SE Iberian Peninsula), an experience was carried
out using a modified Schoenly trap, baited with a piglet carcass, along the
first 10 days of decomposition process. Experience was repeated to cover the
four seasons. Samples were taken, daily, every 6 and 12 hours. The most abun-
dant Diptera species were Lucilia sericata (MEIGEN, 1826), Chrysomya albiceps
(WIEDEMANN, 1818), Musca domestica Linneo, 1758, Muscina stabulans (FA-
LLEN, 1816) and Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, 1830. Time in which
they were collected was registered. Seasonal variation and arrival time diffe-
rences were observed for the different taxa characterizing the pattern of early
colonization. During night time (i.e. from 21:00 hours to 09:00 hours of day
after) captures were much lower than during day time suggesting that noc-
turnal activity, and therefore oviposition, of necrophagous Diptera could be
very low or even null. Nevertheless, further studies specifically designed to
evaluate daily activity are necessary to confirm this possibility.

Key words: early colonization, daily activity, postmortem interval, foren-
sic entomology, Diptera.

1. INTRODUCCION

El intervalo postmortem (IPM), o tiempo transcurrido desde el momento
de la muerte, es un asunto de importancia crucial en la investigacion de

154 CFOR, 12/2015



Datos preliminares sobre colonizacion temprana y actividad diaria de los principales dipteros...

homicidios (WELLS & LLaAMOTTE, 2010) e, incluso, en casos de muertes na-
turales, pues puede tener implicaciones relevantes a efectos legales en rela-
cién con la percepcion de seguros o herencias (HESSGE et al., 1995, cf.
WELLS & LamoTTE, 2010). De hecho, muchas investigaciones forenses de-
penden de la estimacién de un IPM minimo (REIBE ef al., 2010), por lo que
es importante estimarlo con la mdxima fiabilidad posible (REIBE & MADEA,
2010a).

En relaciéon con la estimacion del intervalo postmortem (IPM), existen
ciertos aspectos de la comunidad sarcosapréfaga que pueden tener especial
incidencia en la precision de dicha estimacién. Es frecuente considerar
determinadas especies, como las primeras que acceden a un cadaver, ci-
frando en las etapas de desarrollo de éstas el peso de dicha estimacién. El
patrén temporal de llegada de los insectos necréfagos a un cadaver es un
dato fundamental para la estimaciéon del IPM minimo (VASCONCELOS et al.,
2012). En el caso de cadaveres encontrados en el interior de edificaciones
este aspecto resulta aiin mds importante puesto que no esta claro el tiempo
necesario para ciertos Diptera para localizar el cuerpo e iniciar la ovoposi-
cion (RE1BE & MADEA, 2010b). Los dipteros son, por regla general, los pri-
meros organismos que acceden a un cadaver para depositar huevos y desa-
rrollarse en él (ANDERSON, 2010, FARINHA ¢! al., 2014 entre otros), y lo
hacen, en condiciones normales, en los primeros momentos después de
ocurrida la muerte (GAUDRY, 2008). Por otro lado, las comunidades de
Diptera sarcosapréfagos varian tanto geografica como estacionalmente, por
lo que el conocimiento de las comunidades tempranas, especialmente en
términos de composicién especifica y abundancia relativa, de una determi-
nada drea, puede ser muy ttil en las investigaciones forenses (FARINHA et
al., 2014). En la practica forense, se puede estimar con precision el IPM a
partir de sus estados preimaginales y su tasa de desarrollo (WELLS & LAmMOT-
TE, 2010, entre otros), considerando el inicio del IPM coincidente con el
momento en que el primer diptero deposit6 sus huevos en el cadaver (GEN-
NARD, 2007) por lo que, a la edad larvaria estimada, hay que anadir el pe-
riodo de tiempo que se considere transcurrido entre la muerte y la llegada
de las moscas adultas para oviponer.

En relacion con ello, a la hora de estimar el IPM se asumen habitual-
mente, también, ciertos hechos, como la ausencia de oviposicién nocturna
puesto que las especies mds importantes de Diptera no son activas durante
la noche (AMENDT e¢f al., 2008, ANDERSON, 2010, NUORTEVA, 1977, ERZIN-
CLIOGLU, 1996, SINGH & BarTHI, 2001). En relacién con ello, también se
asume, implicitamente, que no se produce oviposiciéon durante esas horas
por lo que, si se halla un cadaver en las horas tempranas +de un dia y en él
se observan puestas y larvas, se concluye que el sujeto era ya cadaver antes
del anochecer del dia anterior. Si la suposicién resultare incierta, supon-
dria un error de calculo de unas 12 horas como minimo, lo que, a efectos
forenses practicos, puede ser de vital importancia (NORRIS, 1966, GREEN-
BERG, 1990, WOOLDRIDGE ¢t al., 2007, AMENDT et al., 2008, SINGH & BARTHI,
2001, 2008).
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Son varios los autores que sugieren inactividad (LEwis & TAYLOR, 1965,
NoORRIS, 1966, Pyza & CymMBOROWSKI, 2001) y falta de oviposicién nocturna
(BALRIDGE et al., 2006, WOOLDRIDGE ¢t al., 2007, AMENDT et al., 2008) o, por
el contrario, actividad nocturna, siempre bajo determinadas condiciones
ambientales, de determinadas especies de dipteros de interés forense
(GREENBERG, 1990, KIRKPATRICK, 2004, SINGH & BArRTHI, 2001, 2008). Sin
embargo, tales datos proceden de regiones alejadas de la Peninsula Ibérica.
En el Sureste de la Peninsula Ibérica hay que considerar un aspecto muy
importante en relacion con las condiciones climatolégicas de la zona, ya
que, al menos en las estaciones mas calidas, las elevadas temperaturas rei-
nantes, incluso durante la noche, podrian favorecer la presencia de activi-
dad nocturna de estos insectos.

Dada la ausencia de datos respecto a la colonizacién temprana vy la acti-
vidad diaria de los principales Diptera necréfagos en la Peninsula Ibérica
parece de interés verificar tales aspectos a fin poder evaluarlos con mayor
fidelidad para su potencial aplicaciéon en la practica forense.

2. MATERIAL Y METODOS

El estudio se desarroll6 en la Region de Murcia (SE de la Peninsula
Ibérica), en el Servicio de Experimentaciéon Agricola y Forestal de la Uni-
versidad de Murcia, situado en el Campus Universitario de Espinardo, a
unos 2 km al norte de la ciudad de Murcia. Este lugar es representativo de
un medio suburbano con clima mediterraneo drido y dispone de ilumina-
cién nocturna por medio de farolas.

Para la captura de ejemplares se utilizé una variante de la trampa dise-
nada por SCHOENLY et al. (1991), de dimensiones 120 x 90 x 60 cm. La
trampa consta de 16 orificios de entrada y 9 de salida, dispuestos a dos al-
turas diferentes (12 y 42 cm). Los orificios de entrada se localizan en pun-
tos equidistantes en los cuatro lados de la trampa. Ocho de ellos se conec-
tan con tubos colectores que recogen la porcion de la fauna atraida por el
cadaver. Los otros ocho permiten a los artropodos acceder directamente al
cebo. De los 9 orificios de salida, 8 se localizan en las esquinas del disposi-
tivo y el noveno en la parte superior del mismo. Todos ellos estin conecta-
dos con frascos colectores con solucién de Morrill (MORRIL, 1975).

Este diseno permite recoger una gran variedad de artrépodos, tanto los
que acceden al cuerpo como los que lo abandonan. Por las propias carac-
teristicas del dispositivo, un bajo nivel de capturas podria reflejar una baja
actividad de los insectos en relacion con el cadaver. El dispositivo no afecta
al proceso natural de descomposicién ni a la sucesion faunistica. Ademas,
permite recoger la fauna sarcosaproéfaga y estudiar la dinamica estacional
de las poblaciones aplicando métodos estadisticos. Su efectividad ha sido
demostrada al ofrecer mejores resultados a la hora de elaborar inventarios
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de la fauna sarcosaprofaga adulta que la metodologia tradicional (ORr-
DONEZ et al., 2008). Esta metodologia ha sido aplicada con éxito en diversas
ocasiones (ARNALDOS SANABRIA, 2000 (23); ARNALDOS ¢t al., 2001, BATTAN
HORENSTEIN et al., 2010, 2012, PRADO E CASTRO ¢f al., 2011a, 2011b, 2012,
entre otros) presentando la ventaja de que la uniformidad de las poblacio-
nes capturadas con el dispositivo permite no tener que disponer de réplicas
o pseudorréplicas.

En el interior de la trampa se dispuso como cebo el cadaver de un le-
chon, Sus scrofa Linnaeus, 1758, de unos 15 dias de edad y unos 3 kg. de
peso aproximadamente. Las experiencias se desarrollaron en las cuatro
estaciones del ano a lo largo de 10 dias (primavera: 20-29 Abril; verano: 20-
29 Julio; otono: 15-24 Septiembre; invierno: 17-26 Enero). Se tomaron
muestras diariamente, a las 09:00, 15:00 y 21:00 horas. Asi, la muestra reco-
gida a las 09:00 horas de cada dia es el resultado de la actividad desplegada
en torno al crepusculo vespertino hasta las primeras horas de la manana.

Durante cada visita a la trampa se vaciaban los botes de recoleccion y se
recargaban con solucién de Morrill limpia. Ademas se anotaba cualquier
incidencia que se considerara de interés, como el estado de descomposi-
cion aparente del cadaver, algun tipo de fenémeno meteorolégico, etc.
También se realizé un registro grafico de la situacién del cebo. Las condi-
ciones ambientales en el interior de la trampa se obtuvieron con un data-
logger DO 9406 Delta OHM que registra temperatura y humedad relativa
(AT* -20 +80 °C, AHR 5-98%). Ya en el laboratorio, los ejemplares captura-
dos fueron separados y conservados en etanol al 70%. La identificacion se
llevé a cabo siguiendo distintas obras (BARRIENTOS, 2004, GONZALEZ MORA,
1989, GONZALEZ MoORA & PERIS, 1988, GREGOR ¢t al., 2002, Parpr & ScHU-
MANN, 2000, PER1S & GONZALEZ MoORA, 1991).

Los datos de la temperatura ambiental de la zona de estudio correspon-
diente a los periodos de los muestreos de primavera, verano, otonio e invier-
no, fueron obtenidos de la estacién meteorolégica situada en el Servicio de
Experimentacion Agricola y Forestal de la Universidad de Murcia en el
Campus Universitario de Espinardo que fueron proporcionados por el Ins-
tituto Nacional de Meteorologia en su Centro de Guadalupe (Murcia).

Para comparar las poblaciones de Diptera capturadas a las 9:00, 15:00 y
21:00 h se ha empleado el paquete informatico SPSS ver.15°, aplicindose
el test de Tukey, la prueba de la t de Student y el analisis de la varianza de
un solo factor (ANOVA de una via).

3. RESULTADOS

Los resultados de las temperaturas que se registraron durante cada uno
de los muestreos realizados a las 09:00, 15:00 y 21:00 horas en las distintas
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estaciones anuales se ven recogidas en la Figura 1. Es de destacar que las
temperaturas fueron altas, especialmente durante la primavera y el verano,
alcanzandose ~20° C en primavera y 25-30°C en verano.
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Figura 1. Temperaturas medias registradas durante el muestreo a las 09:00, 15:00
y 21:00 horas en las cuatro estaciones del ano.

En la Figura 2 se representan las temperaturas medias diarias registradas
en cada periodo del dia. Puede observarse que las temperaturas durante los
periodos de luz 9:00-15:00 h, 15:00-21:00 h y 9:00-21:00 h) fueron muy simi-
lares entre si, y siempre superiores a las registradas durante la noche (21:00-
9:00 h).

Durante el periodo de muestreo se observaron las siguientes fases de la
descomposicion: fresca, enfisematosa, descomposicion y descomposicion
activa (segian ANDERSON, 2010). La descomposicion activa s6lo se alcanzé
durante la primavera y el verano, lo que estd intimamente relacionado con
las altas temperaturas registradas en estas estaciones. La duraciéon de cada
fase de la descomposicion aparece en la Figura 3.

La mayoria de los ejemplares capturados durante los primeros 10 dias de
exposicion del cadaver pertenecen al orden Diptera (11.087 ejemplares), lo
que representa cerca de un 87% de la fauna total adulta capturada. Este gru-
po mostré, ademads, una clara preferencia por las estaciones mas calidas.

Entre los Diptera (Tabla 1), las familias mas relevantes fueron Muscidae
(=70% de las capturas) y Calliphoridae (casi el 25%). Sarcophagidae, Fan-
nidae y otras familias, como los Phoridae, resultaron menos importantes
(<1%). Estas cinco familias representan, en conjunto, el 99,66% del total
de dipteros recogidos.
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Figura 2. Temperaturas registradas en cada momento del muestreo: ®: entre 09:00 y
15:00; O: entre 15:00 y 21:00; 4A: entre 21:00 y 09:00; X: entre 09:00 y 21:00.
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Figura 3. Duracion de las fases de la descomposicion en las distintas estaciones
muestreadas.

Asi, las familias mas importantes en nuestro estudio fueron Muscidae y
Calliphoridae. De ellas, las especies recogidas en mayor abundancia fueron
Musca domestica Linnaeus, 1758 y Chrysomya albiceps (WIEDEMANN, 1818)
(Tabla 1). Considerando las estaciones anuales, los Muscidae fueron los
mas abundantes durante la primavera y el verano, mientras los Calliphori-
dae dominaron en otono e invierno, cuando se capturaron pocas familias

(Tabla 1).

Las estaciones anuales con mayor porcentaje de capturas son primavera
y verano (Figura 2), siendo estas dos estaciones donde se concentran la
mayoria de las capturas de las familias mds importantes (Tabla 2). Los mus-
cidos presentan su mdaxima captura en primavera y los califéridos en vera-
no, aunque para este ultimo caso la preferencia no es tan marcada como
para los muscidos.

En primavera, Lucilia sericata (MEIGEN, 1826) fue la primera especie en
llegar al cebo (Figura 4), siendo recogida por primera vez a las 30 horas tras
la exposicion del cadaver, seguida de Chrysomya albicepsy Muscina stabulans
(FALLEN, 1816) a las 54 horas, y, por altimo, Musca domestica a las 60 horas.
El mismo patrén se encontr6 en verano, aunque la aparicion de las especies
se adelant6 (Figura 4). En este caso, Lucilia sericata se recogié por primera
vez a las 24 horas, Muscina stabulans 'y Chrysomya albiceps a las 30 horas y
Musca domestica a las 36 horas. En ambas estaciones, los califéridos mas
abundantes fueron Chrysomya albiceps y Lucilia sericata, y los muscidos mas
abundantes Musca domestica y Muscina stabulans. Por tanto, en estas estacio-
nes, éstas son las especies que se pueden considerar como mejores indica-
doras de los estados tempranos de la descomposicion.
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Tabla 1. Total de especies de dipteros recogidos durante el muestreo en las distintas

estaciones.
~ MUESTREO
PRIMAVERA VERANO OTONO INVIERNO
COMPLETO
FAMILIA | ESPECIE N % N % N % N % N %
Calliphore | g 1 o153 | 0 | 000 |12 | 3243 | 95 | 8559
vicrna
g | Calliphora} oy 001 | 0 {000 0| 000 | 0 | 000
= vonmitonia
]
£ | Chmsomya | 6o | 851 | 1493 [38.60| 0 | 0,00 | 0 | 000 | 2744 | 2475
= albiceps
8 Lucilia
. 422 | 597 | 109 [ 282 | 1 | 270 | 0 | 000
sericata
Luciliasp. | 1 [ 001 | 0 [000[ 0| 000 | 0 |000
o | Mwea sess ] 80,37 | 1807 [46,72| 0 | 0,00 | 0 | 0,00
g domestica
g |Muscina gy 157 | 130 | 359 | 6| 1622 | 0 | 000 | 7845 [ 70.76
< stabulans
Otros 68 | 096 | 81 [080| 0| 000 | 0 |000
Sarcophagidae 49 [ 0,69 | 176 | 455 | 0 | 0,00 | 0o [o000 | 225 | 203
Phoridae 16 | 023 | 14 [036| 6 | 1622 | 10 [ 901 | 46 | 0,41
Fanniidae 97 | 1,37 | 93 [240| 0 | 000 | 0 |000]| 190 | 1,71
Odiniidae 0 [o00] 2 [oos5]0]000] 0 o00]| 2 [o002
Ulidiidae 0 [000] 2 [005|]0]000]| 0000 2 [o002
Milichiidae 0 [000] o [ooo|lo|o000]| 1 o9 1 [o001
Tachinidae 1 oot | o [oo0o] o] 000] o0 fo00]| 1 o0
Psychodidae 2 1003] 0 [000|5 1851 1 [090| 8 |[007
Sciaridae 4 [006] 0 [000]6 162 4 |360] 14 |013
Chironomidae 0 [000] 1 [003| 1270 | 0 000 2 |[002
TOTAL 7071| 100 | 3868 | 100 | 37 | 100 | 111 | 100 [11087] 100

En otono e invierno el nimero de individuos capturados fue muy bajo,
lo que pudo ser consecuencia de las bajas temperaturas registradas. Calli-
phora vicina ROBINEAU-DEsvOIDY, 1830 fue la especie mas abundante, apa-
reciendo en el mismo momento (hacia ~30 horas) en ambas estaciones.
Asi, ésta resulta ser la especie indicadora de los estados tempranos de la
descomposicion para estas estaciones.

Estos resultados abundan en la idea general de que los Calliphoridae
son los primeros colonizadores de un cadaver. Aun asi, en el seno de la fa-
milia existen diferencias especificas en relaciéon con el momento de apari-
cion; asi, Lucilia sericata'y Calliphora vicina actuaron como colonizadores
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Tabla 2. Estadisticos descriptivos del nimero de capturas de distintas especies de
dipteros a las 09:00 a las 15:00 y las 21:00 horas en primavera y verano.

PRIMAVERA VERANO
DESVIACION DESVIACION
N | MEDIA TIPICA MEDIA TIPICA
9:00 | 10 2,50 4,577 13,10 15,934
Chrysomya 15:00 | 10 | 29,20 37,597 80,00 59,744
albiceps 21:00 | 10 | 28,50 36,876 56,20 49,684
Total | 30 | 20,07 392,045 49,77 50,448
9:00 | 10 | 22,60 41,961 17,50 99,402
Musca 15:00 | 10 | 278,00 449,910 79,10 82,665
domestica 21:00 | 10 | 268,10 376,223 84,20 77,402
Total | 30 | 189,57 348,808 60,27 71,318
9:00 | 10 | 0,50 0,707 4,50 4,397
Muscina 15:00 | 10 6,30 5,618 7,70 8,301
stabulans 21:00 | 10 | 4,40 4,648 1,70 1,703
Total | 30 3,73 4,763 4,63 5,857
9:00 | 10 3,80 5,493 2,40 3,373
15:00 | 10 | 19,90 29,566 2,40 2,914
Lucilia sericata
21:00 | 10 | 18,50 95,752 6,10 7,838
Total | 30 | 14,07 20,690 3,63 5,327

primarios, como apuntaron ARNALDOS et al. (2001), apreciandose una sus-
titucién especifica estacional. Sin embargo, Chrysomya albiceps actué como
colonizador secundario, confirmando lo ya referido para esta especie (Ar-
NALDOS et al., 2001) lo que, segin MESKIN (1986 entre otros), se debe al
comportamiento de las hembras, que esta adaptado al cardcter predadory
necroéfago facultativo de las larvas, por lo que la ovoposicion se retrasa para
hacerla coincidir con la presencia de larvas de otras especies. Nuestros re-
sultados, también, indican el caracter cuando menos secundario de las
principales especies de Muscidae. ARNALDOS et al. (2001) comentaban esta
caracteristica pero, en las tablas que ilustraban la dindmica de las especies
a lo largo del periodo de la descomposicion, figuraban como apareciendo
el primer dia de exposicion del cadaver. Por ello, nuestros datos aportan un
analisis mas fino del momento de aparicion de estas especies, confirmando-
se experimentalmente su caracter secundario.

Para analizar el ritmo de actividad diaria tan sélo se tuvieron en cuenta
las especies de dipteros mas representativas en los distintos muestreos (Lu-
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cilia sericata, Chrysomya albiceps, Musca domesticay Muscina stabulans), y las dos
estaciones de mayor captura, (primavera y verano), que son las que podrian
aportar mayor certidumbre en la estimacién del comportamiento diario. Se
consideraron, por separado, las capturas realizadas a las 09:00, 15:00 y 21:00
horas de cada uno de los dias de muestreo. Se puede observar que esas es-
pecies fueron mucho menos frecuentes durante la noche. De hecho, apa-
rece un notable descenso en los niveles de captura en las muestras recogi-
das a las 09:00 horas, que corresponden a los ejemplares del periodo de
tiempo entre las 21:00 h y las 9:00 h del dia siguiente (Figura 4). Estos datos
pueden interpretarse como el resultado de una escasa o incluso nula activi-
dad desplegada a lo largo de las 12 horas crepusculares y nocturnas, lo que
permite suponer la baja probabilidad de una eventual ovoposicién noctur-
na, al menos en condiciones ambientales similares a las de este estudio.

No obstante, en algunos casos se han recogido algunos ejemplares a las
09:00 horas (resultado de las capturas en el periodo crepuscular y noctur-
no). Esto podria deberse a que, en esas estaciones (primavera y verano), el
dia, y por tanto la luz solar, se habia iniciado al menos dos horas antes de
la recogida de la muestra lo que, unido a que en el interior de la trampa
habia un buen ntmero de individuos, que habrian estado activos durante
esas dos horas, justificaria las capturas que, en todo caso, eran bajas, sobre
todo si se comparan con las capturas registradas a las 15:00 y a las 21:00
horas (Figura 4).

ANALISIS DEL NUMERO DE CAPTURAS DE DISTINTAS ESPECIES DE DiPTEROS
A LAS 009:00, LAS 15:00 Y LAS 21:00 HORAS

Para comprobar si existian diferencias significativas entre las poblacio-
nes de Diptera capturadas en los diferentes momentos del dia se aplicé un
andlisis estadistico (ANOVA de un factor) para comparar las poblaciones
de los dipteros mas representativos ( Calliphora vicina, Chrysomya albiceps,
Musca domestica, Muscina stabulansy Lucilia sericata) recogidas a las 09:00,
15:00 y 21:00 h. EI analisis se aplico sélo en aquellas estaciones en que las
capturas fueron mas representativas (primavera y verano), por lo que se
desecharon el otono y el invierno. Los resultados muestran diferencias sig-
nificativas (p= 0.05) s6lo para Chrysomya albiceps en verano y Muscina stabu-
lans en primavera (Tablas 2 y 3 Figura 5).

Los resultados estadisticos de las pruebas F de Anova de un factor com-
parando el nimero de ejemplares capturados en funcién de la hora (09:00,
15:00 y 21:00 horas) indican que no hay diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre Chrysomya albiceps, Musca domestica'y Lucilia sericata en las tres
horas de recogida de capturas. En el caso de Muscina stabulans, el resultado
de la prueba F fue estadisticamente significativo (F,,,=4,888; p=0,015), por
lo que el nimero de individuos capturados varia en funcién de la hora. La
prueba de Tukey para subconjuntos homogéneos indica que no hay dife-
rencias significativas en el nimero de individuos capturados a las 09:00 y las
21:00 horas, asi como a las 15:00 y las 21:00 horas. No obstante, el nimero
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Tabla 3. Resultados de las pruebas de ANOVA de un factor para distintas

especies de dipteros.

PRIMAVERA VERANO
Fyy P F,y, P
Ch. albiceps 2.486 0.102 6.111 0.006
M. domestica 1.816 0.182 3.103 0.061
M. stabulans 4.888 0.015 2.987 0.067
L. sericata 1.984 0.157 1.684 0.205
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Figura 5. Resultado de la aplicacion estadistica ANOVA de un factor para (a)
Chrysomya albiceps en verano (F2,27=6,111, p=0,006) y (b) Muscina stabulans, en
primavera (F2,27=4,888, p=0,015)
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de individuos capturados a las 09:00 fue significativamente menor que a las
15:00 horas.

En verano, el nimero de individuos capturados de las especies Musca
domestica, Muscina stabulans y Lucilia sericata fue el mismo en las tres horas.
Para Chrysomya albiceps, la prueba F ofrecié un resultado estadisticamente
significativo (F,,,=6,111; p=0,006). La prueba de Tukey para subconjuntos
homogéneos indica que no existen diferencias significativas entre los indi-
viduos capturados a las 09:00 y las 21:00 horas, asi como a las 15:00 y las
21:00 horas, pero se recogieron menos individuos a las 09:00 que a las 15:00
horas.

ANALISIS DEL NUMERO DE CAPTURAS DE DISTINTAS ESPECIES DE DIPTEROS
DURANTE LOS PERIODOS DE LUZ Y OSCURIDAD

Los resultados de la aplicacién de la prueba de la t de Student para
muestras independientes a los Diptera capturados durante el periodo de
oscuridad (21:00-09:00) y durante el periodo de luz (09:00-21:00) indican
que las medias de ambas poblaciones fueron diferentes en algunas de las
estaciones estudiadas (Tablas 4 y 5y Figuras 6y 7).

En primavera, se han encontrado diferencias en el nimero de capturas
de todas las especies de Diptera consideradas, siendo significativamente
menor a las 09:00 horas, lo que indica una menor actividad nocturna de
todas las especies durante esta estacion.

En verano, s6lo se han encontrado diferencias en el nimero de capturas
alas 09:00 horas para las especies Chrysomya albicepsy Musca domestica, lo que
indica una menor actividad nocturna para estas especies en verano.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos del nimero de capturas de distintas especies de
dipteros a las 09:00 y a las 21:00 horas en primavera y verano.

PRIMAVERA VERANO
HORA N A DESYIACION MEDIA DESYIACION
TIPICA TIPICA
9:00 10 2,50 4,577 13,10 15,934
Chrysomya albiceps
21:00 10 57,70 71,505 136,20 94,602
9:00 10 22,60 41,961 17,50 22,402
Musca domestica
21:00 10 | 546,00 816,199 163,30 158,867
9:00 10 0,50 0,707 4,50 4,327
Muscina stabulans
21:00 10 10,70 9,381 9,40 8,796
9:00 10 3,80 5,493 2,40 3,373
Lucilia sericata
21:00 10 38,40 45,486 8,50 10,522
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Tabla 5. Resultados estadisticos de la prueba T de Student para dos muestras
independientes para distintas especies de dipteros.

PRIMAVERA VERANO
Ty P Ty P

Ch. albiceps -2.436 0.025 -4.058 0.001
M. domestica -2.025 0.058 -2.874 0.010
M. stabulans -3.428 0.003 -1.581 0.131
L. sericata -2.388 0.028 -1.746 0.098
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Figura 6. Resultado de la prueba de la t de Student en primavera para (a) Chrysom-
ya albiceps (T18 =-2,436, p=0,025), (b) Musca domestica (T18 =-2,025, p=0,058), (c)
Muscina stabulans (T18 =-3,428, p=0,003), (d) Lucilia sericata (T18 =-2,388,
p=0,028).
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Figura 7. Resultado de la prueba de la t de Student en verano para (a) Chrysomya
albiceps (T18 =-4,058, p=0,001), (b) Musca domestica (T18 =-2,874, p=0,010).
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4. DISCUSION

Resulta de vital importancia conocer los ritmos de actividad de las prin-
cipales especies de interés forense, para una correcta estimaciéon del IPM,
pues se tendra informacién acerca de si las especies son activas durante las
horas crepusculares y nocturnas. Muchos aspectos del comportamiento y la
fisiologia de los insectos funcionan controlados por relojes biologicos. Por
ejemplo, los ritmos diarios de locomocién general u ovoposicién, entre
otros, pueden estar limitados a un determinado periodo del dia o de la
noche. Los insectos, como otros organismos, normalmente ajustan su acti-
vidad a un ritmo circadiano, que puede variar en funcién de numerosos
factores, tanto endégenos como exégenos, como muestra SAUNDERS

(2002).

En nuestro estudio no se ha constatado la existencia de actividad noc-
turna significativa de las especies de Calliphoridae y Muscidae considera-
das, lo que conduce a suponer la posible ausencia de oviposicion. Estos
datos contrastan con los procedentes de otras zonas; por ejemplo, en
EE.UU. GREENBERG (1990) KirRkPATRICK (2004) y SINGH & BarTHI (2001,
2008), en la India, refieren la capacidad de ciertas especies de califoridos y
sarcofagidos normalmente utilizadas como indicadores forenses de efec-
tuar puestas durante la noche en ambientes con iluminacion artificial, aun-
que afirman que la probabilidad de oviposicién o larviposicion, asi como el
namero de huevos o larvas puestos, es mucho mds reducida que durante el
dia.

Por otro lado, los resultados aqui expuestos estan en consonancia con
los relativos a los ritmos circadianos de actividad referidos por otros auto-
res, como PAYNE (1965) y MoHR, TOMBERLIN (2014), que refieren una
brusca caida de la actividad después de la puesta del sol, o LEwis, TAYLOR
(1965), Norris (1966) o Pyza & CymBorowsKI (2001), que sugieren la
inactividad nocturna de estos insectos. También coinciden con los resulta-
dos de este estudio los obtenidos por TESSMER et al. (1995), que no regis-
traron ovoposiciéon nocturna (21:00-05:00 h) a pesar de la existencia de
iluminacion, bien fuera natural o artificial, y de WOOLDRIDGE et al. (2007)
en condiciones experimentales.

AMENDT et al. (2008) concluyen que, en condiciones naturales, la ovo-
posicion nocturna, al menos en Europa Central, es muy improbable. No
obstante, en condiciones experimentales, puede producirse ovoposicién en
ciertas circunstancias, por ejemplo si coinciden, en espacios cerrados, hem-
bras gravidas y cadaveres de suficiente envergadura, que puedan resultar
suficientemente atractivos. WOOLDRIDGE ¢t al. (2007) sugieren que, aunque
no se excluye la posibilidad de que ciertas especies (p.e. Lucilia sericala)
puedan localizar un sustrato de puesta y poner huevos durante la noche, la
probabilidad de que las hembras grdvidas se dirijan activamente a un cada-
ver es relativamente baja, incluso en condiciones de cierta iluminacion,
como en noches de lunallena o en zonas urbanas iluminadas. Sin embargo,
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la probabilidad de que las hembras gravidas se orienten activamente para
oviponer so6lo por estimulos olfativos, sin una fuente luminica, parece rela-
tivamente baja, aunque se ha registrado oviposicion nocturna en condicio-
nes ambientales muy especiales, como baja presion atmosférica, gran ilumi-
nacién y un minimo de 26° C (KIRKPATRICK, 2004). Segun todos estos
autores, las capturas realizadas en la oscuridad se debieron, probablemen-
te, a movimientos al azar, aunque eso no excluye la posibilidad de que
puedan localizar restos, y oviponer en ellos, durante la noche.

En nuestro estudio, a partir de los resultados obtenidos, se puede afir-
mar que las especies de Diptera de mayor significaciéon forense en etapas
tempranas de la descomposicion muestran un claro ritmo diario, manifes-
tando netamente actividad durante las horas diurnas. De ello se puede con-
cluir que la actividad nocturna de las especies consideradas es escasisima o
nula, lo que, a efectos forenses practicos, abundaria en la comun asuncion
de la inexistencia de oviposicién nocturna o su baja probabilidad, aunque
no puede descartarse por completo.

No obstante, y dado que el planteamiento inicial de este estudio no iba
unicamente dirigido a evaluar la actividad diaria de los Diptera, se hace
necesario proseguir las investigaciones con un diseno y protocolo exclusi-
vos, en los que la tinica variable a considerar sea el momento del dia en que
se efectian las capturas, para ratificar los resultados de estos ultimos anos,
determinar la eventual actividad nocturna de las especies de Diptera de
interés forense en distintos ambientes de la misma drea geografica y cono-
cer el comportamiento de dichas especies a lo largo de la noche para las
distintas estaciones anuales.
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Resumen: Se presentan datos pioneros sobre el desarrollo de la avispa
parasitoide Nasonia vitripennis en condiciones controladas de laboratorio.
Para ello, fueron expuestas fases preimaginales de distintas edades de Calli-
phora vicina a adultos de Nasonia vitripennis e incubadas a distintas tempera-
turas ambientales. En aquellas fases previas a la pupa de 6 horas de edad no
se detect6 ovoposicion por parte de N. vitripennis. En las pupas de entre 24
y 36 horas de edad, los tiempos de desarrollo para completar el ciclo fueron
de 363.28 (£9,36), 334.7 (+3,06), 313.6 (+0,84) y 300.3 (+11,62) horas a
25.8 (£1,06), 26.95 (+0,72), 27.87 (+£0,58) y 28,5 (+0,84)°C (media +desvia-
cion estandar) respectivamente. La relacion entre el ratio de desarrollo y la
temperatura fue lineal, dando como resultado una temperatura basal teéri-
ca estimada de 13°C. El acimulo de grados-hora (AGH) estimado para
completar el ciclo para N. vitripennis fue de 4655,75 + 160,15 (media +
desviacion estandar). Los resultados obtenidos aportan una herramienta
fundamental para el empleo de esta especie en la estimacion del intervalo
postmortem en regiones biogeograficas similares.

Palabras clave: Entomologia forense, Nasonia vitripennis, desarrollo, pa-
rasitoide, intervalo post-mortem.
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Abstract: Pioneer data about the development of the parasitoid wasp
Nasonia vitripennis under laboratory conditions are exposed. Preimaginal
stages of different ages of Calliphora vicina were exposed to adults of Nasonia
vitripennis and reared at different environmental temperatures. We didn’t
detect N. vitripennis ovoposition in those stages previous to the 6 hours old
pupae. In 24-36 hours old pupae, the development times were 363.28
(£9,36), 334.7 (+3,06), 313.6 (+0,84) and 300.3 (+11,62)hours when reared
at 25.8 (£1,06), 26.95 (£0,72), 27.87 (x0,58) and 28,5 (+0,84)°C (mean +
SD) respectively. The relationship between the development rate and the
temperature was linear, providing a theoretical lower threshold develop-
ment temperature of 13°C. The Accumulated Degree-Hours for completing
the life cycle for N. vitripennis was 4655,75 + 160,15 (mean + SD). These
results give a basic tool for the use of this species in the estimation of the
post-mortem interval in similar biogeographical areas.

Key words: Forensic entomology, Nasonia vitripennis, development, para-
sitoid, post-mortem interval.

1. INTRODUCCION

La entomologia forense es la aplicaciéon del conocimiento sobre los in-
sectos y otros grupos de artrépodos en materias criminales y judiciales
(HaLw, 2001). Su aportacion mas destacada a la ciencia forense consiste en
la estimacion de un tiempo minimo desde la defuncién hasta el hallazgo de
un cadaver. Dicho periodo se conoce como Intervalo Postmortem (IPM). La
estimacion del IPM puede basarse en el calculo del tiempo minimo necesa-
rio para la formacién y el desarrollo de la entomofauna asociada al cadaver
en ausencia de otras evidencias fisico-quimicas.

Los dos métodos principales para el calculo del IPM en restos cadavéri-
cos mediante el uso de evidencias entomoldgicas se basan en la composi-
cion de la comunidad de artréopodos y en la edad de los insectos presentes.

Para el cdlculo del IPM a partir de la estructura de la comunidad de
artréopodos, se identifican las distintas especies presentes en el entorno del
cadaver y se comparan con datos de regiones biogeograficas y condiciones
ambientales similares (GRASSBERGER & FRANK, 2004). Esto permite estimar
una franja de tiempo en la cual la comunidad de artrépodos hallada esta
presente por norma general en los restos cadavéricos.

La edad de los insectos recogidos en el cadaver puede calcularse deter-
minando la tasa de desarrollo de los insectos mas antiguos y estimando el
tiempo minimo necesario para llegar a dicho estado de desarrollo. Para
llevar a cabo un cdlculo preciso de la edad de los insectos presentes en un
cadaver, es imprescindible conocer las condiciones ambientales en las que
este se ha encontrado (HiGLEY & HASKELL, 2001). Entre las variables clima-
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J | min

Figura 1: Nasonia vitripennis. a) Hembra adulta. b) Macho adulto. ¢) Hembras adul-
tas taladrando una pupa de Calliphora vicina. d) Larva de la avispa extraida del
pupario del hospedador.

ticas a tener en cuenta, la temperatura es una de las mas estudiadas dado
que juega un papel crucial en el desarrollo de las distintas especies de ar-
tropodos. Al tratarse de animales ectotermos, su temperatura interna esta
determinada por la ambiental, y ésta afecta directamente a su velocidad de
desarrollo.

Los dipteros pertenecientes a las familias Calliphoridae y Sarcophagidae
suelen ser los primeros en colonizar los cadaveres. De estos, Calliphora vici-
na es una de las primeras en aparecer, y se trata de la especie mas abundan-
te, encontrandose tanto en zonas urbanas como rurales de la comunidad
auténoma del Pais Vasco (SALONA et al., 2009) y ha sido, por ello, una de
las mas estudiadas hasta la fecha.

Por su parte, Nasonia vitripennis es una pequena avispa parasitoide de
distribucién mundial perteneciente a la familia Pteromalidae. Los adultos
miden entre 2y 3 mm, y poseen una coloracién negra metdlica en el cuer-
po y anaranjada en las extremidades. La hembra es ligeramente mayor que
el macho y posee unas alas y un abdomen mas desarrollados (Figura 1). V.
vitripennis ovoposita en las fases inmaduras de distintas especies de dipteros,
especialmente en miembros de las familias Calliphoridae, Muscidae y Sar-
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cophagidae (WHITING, 1967). Cuando las hembras localizan una pupa de
diptero apta para la ovoposicion, taladran la cuticula, inyectan una sustan-
cia que paraliza o mata al hospedador y colocan sus huevos en su interior.
Dentro del hospedador, las fases inmaduras de la avispa se alimentan de los
restos fluidos del insecto infestado y se desarrollan hasta alcanzar la fase
adulta, momento en el que agujerean la pupa del diptero con sus mandi-
bulas y emergen para reiniciar el ciclo (BRODEUR & Bo1vin, 2004). En fun-
cion de la especie del hospedador, €l tamano de la pupa, el periodo de
exposicion al parasitoide y el nimero de avispas ovopositando en la misma
pupa, hasta 60 avispas pueden desarrollarse en la misma pupa.

Al igual que otros himendpteros, Nasonia vitripennis es haplodiploide.
Esto significa que la determinacion sexual estd basada en la dotacién cro-
moso6mica, siendo los machos haploides y las hembras diploides. Los ma-
chos de esta especie nacen de huevos sin fertilizar y las hembras de huevos
fertilizados. Este hecho permite que las hembras puedan dar lugar a una
progenie masculina sin haber realizado cépula alguna. Este fenémeno tam-
bién es conocido como partenogénesis haploide.

En consecuencia, Nasonia vitripennis posee una serie de cualidades que
la convierten en un organismo muy apropiado para trabajos de laboratorio.
Es pequena y manejable; no supone ninguna amenaza para el ser humano;
pese a que las hembras son capaces de volar, no suelen hacerlo y prefieren
desplazarse andando o a saltos; resulta facil diferenciar los machos de las
hembras; tiene un ciclo vital relativamente corto; su mantenimiento es muy
barato y, gracias a la haplodiploidia las hembras pueden dar lugar a descen-
dencia sin necesidad de machos o de cépula, permitiendo incluso la obten-
ci6én de lineas de hembras genéticamente idénticas (WERREN, 2003).

Ademas, mientras se encuentran en la pupa del hospedador, las larvas
de N. vitripennis al ser sometidas a fotoperiodos breves y bajas temperaturas
pueden entrar en diapausa y ser conservadas durante dos anos a tempera-
turas entre 2y 8°C (BERTOSSA el al., 2010).

Dado su facil manejo y lo interesante de su ciclo biolégico, Nasonia vitri-
pennis ha sido ampliamente utilizada en estudios de genética, siendo una
especie modelo dentro del orden Hymenoptera para este tipo de investiga-
cién. Ha sido empleada en estudios de genética basica (SauL & Li, 1989),
genética molecular (MCALLISTER & WERREN, 1997) y genética evolutiva
(LOEHLIN et al., 2010).

Como N. vitripennis ataca a muchas especies de dipteros que causan
danos econ6émicos en el sector ganadero y agricola, esta avispa tiene un
interés especial para el control biol6égico de plagas (RuTz & WATSON,
1998). Al tratarse de un insecto cosmopolita y generalista, su uso no repre-
senta una amenaza para la biodiversidad, y permite evitar toda la proble-
matica asociada a los pesticidas quimicos. Es por ello que adultos y pupas
que contienen fases inmaduras de N. vitripennis se ofertan por diversas
empresas para este fin.
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En entomologia forense, al parasitar a especies necréfagas de dipteros,
Nasonia vitripennis posee un interés anadido. Esta avispa pone sus huevos en
las pupas de los principales grupos de dipteros presentes en restos cadavé-
ricos. Asimismo, se ha demostrado que su presencia modifica el comporta-
miento de las larvas necréfagas de distintas especies de dipteros (REIGADA
& Gopoy, 2012). Como su tiempo de desarrollo total es mayor que el de la
mayoria de sus hospedadores, es frecuente hallar pupas que contienen fa-
ses inmaduras de N. vitripennis una vez que el resto de dipteros no infesta-
dos han abandonado el pupario. Este hecho la convierte en una candidata
interesante para el cdlculo del intervalo postmortem (IPM) en aquellos casos
en los que los dipteros hayan completado su ciclo y abandonado el drea de
inspeccion, o bien para obtener una mayor precision. Sin embargo, para el
empleo adecuado de N. vitripennis en la estimacion del IPM, es imprescin-
dible conocer mas acerca de su biologia y de su desarrollo en distintas
condiciones ambientales (GRASSBERGER & FRANK, 2003).

Uno de los factores mas importantes para estudiar el desarrollo de N.
vitripennis es determinar a partir de qué momento en el desarrollo del hos-
pedador es capaz de darse la ovoposicion. Las fuentes consultadas especifi-
can que la ovoposicion no puede darse hasta que el hospedador se encuen-
tra en fase de pupa y lleva, al menos, en torno a 24 horas en esa fase
(WHITING, 1967). Sin embargo, en estudios previos se observé una activi-
dad similar a la ovoposiciéon en adultos de este parasitoide sobre larvas mi-
gratorias de Calliphora vicina, 1o cual podria indicar que la ovoposicién tam-
bién se pueda dar en fase larvaria. Dado que este hecho podria alterar los
calculos del desarrollo de ambas especies implicadas, en este estudio se
tratard de determinar si se puede dar la ovoposicién por parte de N. vitri-
pennis en fases inmaduras previas a la pupa de 24 horas de edad de C. vicina
y, de ser asi, comprobar si afecta a los tiempos de desarrollo. Asimismo,
dado que no se han realizado hasta la fecha estudios con C. vicina como
hospedador, también se realizaron experimentos para determinar los tiem-
pos de desarrollo a distintas temperaturas y determinar asi sus constantes
térmicas, con el objeto de posibilitar el uso de esta especie en la estimacion
del IPM.

OBJETIVOS

Sobre la base de las premisas anteriormente expuestas, se propusieron
los proximos objetivos:

e Comprobar si N. vitripennis es capaz de ovopositar en las distintas
fases larvarias de C. vicinay en pupas menores de 6 horas de edad vy,
de ser asi, determinar su efecto sobre su desarrollo.

® Determinar los tiempos de desarrollo de N. vitripennis a distintas tem-
peraturas.

¢ [Estimar la temperatura basal para el desarrollo de N. vitripennis en C.
vicina.
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¢ (Calcular el acimulo de grados hora necesarios para completar el ci-
clo vital.

® Valorar el uso potencial de N. vitripennis para el cdlculo del intervalo
postmortem.

2. MATERIALES Y METODOS

OBTENCION Y MANTENIMIENTO DE CULTIVOS

Para la obtencion de adultos de Nasonia vitripennis con los que iniciar
una colonia permanente en el laboratorio, 30 pupas de entre 24 y 48 horas
de edad de Calliphora vicina fueron colocadas a primeros de mayo de 2012
en las inmediaciones de restos cadavéricos de corzo expuestos en un entor-
no boscoso cercano a la Facultad de Bellas Artes del campus de Bizkaia
(Leioa) de la Universidad del Pais Vasco (UPV/EHU). Dos semanas des-
pués se dio la emergencia de adultos de himendpteros en el laboratorio
que fueron identificados como Nasonia vitripennis (BOUCEK & RASPLUS,
1991; RuepA & AXTELL, 1985).

Para el establecimiento de una poblacién de Nasonia vitripennis en el
laboratorio, los adultos obtenidos de las pupas fueron ubicados en una ca-
mara de cria Votsch (VCL 4003). En dicha camara se proporcioné agua
junto con una disolucién de agua y miel al 50% ad libitum. El agua se ofrecid
en tubos de ensayo de 7,5 ml tapados con algodén, y la mezcla de aguay
miel se suministré sobre discos de papel colocados en placas Petri. Para la
renovacion de la colonia, 12 nuevas pupas de C. vicina de unas 24 horas de
edad fueron ofrecidas en la camara cada semana.

Las fases inmaduras de C. vicina se obtuvieron a partir de un cultivo que
es mantenido en el laboratorio de entomologia forense del departamento
de Zoologia y Biologia Celular Animal de la Universidad del Pais Vasco.
Estas moscas se encuentran en una jaula de 50 x 50 x 50 cm en las que se
las suministra agua y una mezcla de azicar y leche en polvo ad libitum. Para
la obtencién de huevos, a las moscas se les ofrecieron fragmentos de viscera
de cerdo sobre los que ovopositaron. La viscera con los huevos fue después
transferida a la camara de cria en la que éstos se desarrollaron, sobre una
base de vermiculita como sustrato que facilita un entorno adecuado para la
posterior pupacion. Para la obtenciéon de pupas, se separaron aquellos in-
dividuos que acababan de entrar en fase de pupa, anotando la fecha y la
hora exacta del ingreso en esta fase con el objeto de tener debidamente
datadas las pupas de edades concretas para los ensayos.

EXPERIMENTOS DE OVOPOSICION

Para los ensayos de desarrollo, se ofrecieron 12 pupas de Calliphora vicina
a la poblacion de Nasonia vitripennis por cada experimento. Estas pupas fue-
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ron expuestas durante distintos periodos, que oscilaron entre una y diez ho-
ras, tras los cuales fueron transportadas a tres habitaciones con temperaturas
distintas o a la cdmara climdtica modelo Votsch VCL 4003. La temperatura y
la humedad se registraron cada hora mediante un Datalogger Escort RH. En
todos los ensayos la humedad relativa fluctué entre el 60 y el 70% con un
fotoperiodo diario de 14 horas de sol por 10 horas de oscuridad aproximada-
mente.

En los experimentos llevados a cabo para demostrar si se podia dar la
ovoposicion por parte de N. vitripennis y completar el desarrollo en fases
inmaduras de C. vicina previas a la pupa de mds de 24 horas de edad, se
ofrecieron a la poblacién de avispas 12 larvas del hospedador en segundo
instar, 12 larvas en tercer instar, 12 larvas en fase migratoria y 12 pupas de
entre 2y 6 horas de edad. El periodo de exposicion a las avispas para la
ovoposicion fue de 2 horas. Durante este tiempo, las fases inmaduras de C.
vicina fueron observadas y fotografiadas para constatar la posible interac-
cion entre las avispas y las larvas o pupas jévenes. Todos los insectos expues-
tos a las avispas en este experimento fueron transferidos individualmente a
tubos de 7,5 mly se introdujeron en la camara climdtica a una temperatura
media de 27,87°C.

En los ensayos para determinar el tiempo de desarrollo, se emplearon
cuatro grupos de 12 pupas de entre 24 y 36 horas de edad. Tras la exposi-
cion a las avispas, tres de estos grupos fueron colocados cada uno en una
habitacién a una temperatura ambiente concreta y una en la cimara. Para
uno de los grupos de las temperaturas ambiente (el que se desarrollé a
26,95°C) y para el grupo en la camara climatica, el periodo de exposicion
a los parasitoides fue de una hora. Para las otras dos se emplearon periodos
de exposicion de dos (el que se desarrollé a 25,8°C) y diez horas (el que se
desarroll6 a 28,5°C).

Tras la ovoposicion los cultivos fueron vigilados periédicamente, espe-
cialmente los dias cercanos a la emergencia, estimados mediante observa-
ciones previas contrastadas con los datos de GRASSBERGER & FRANK (2003).
Durante los dias previos a la emergencia y mientras esta se dio, los cultivos
fueron vigilados cada hora las 24 horas del dia. La hora exacta de emergen-
cia de cada individuo fue registrada para cada experimento.

Posteriormente, se calcul6 el tiempo en horas empleado para completar el
desarrollo de cada individuo, registrando la temperatura media a la que se ha
dado éste. Con dichos datos se calcul6é un tiempo medio para completar el ci-
clo biolégico para cada temperatura. A partir de este tiempo de desarrollo se
obtuvo el ratio de desarrollo para cada temperatura segun el siguiente indice,

Ratio de desarrollo = 1/Tiempo de desarrollo (dias)
Con los ratios calculados, se realizé una grafica cuya regresion lineal

permitio la estimacion tedrica de la temperatura por debajo de la cual no
hay desarrollo, es decir, la temperatura basal.
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Una vez estimada la temperatura basal, se efectué el calculo del Acimu-
lo de Grados Hora (AGH) necesarios para completar el desarrollo total
para Nasonia vitripennis restando dicha temperatura a la temperatura media
de desarrollo y multiplicindola por el tiempo de desarrollo en horas de
cada individuo.

AGH = Tiempo de desarrollo x (T* media — T* Basal)

3. RESULTADOS

OVOPOSICION EN FASES PREVIAS A LA PUPA DE 24 HORAS DE EDAD

Durante los periodos de exposicion de las fases larvarias, se observo ac-
tividad por parte de Nasonia vitripennis sobre las larvas, subiéndose numero-
sas avispas al lomo de las larvas y colocando el abdomen en una posicién
similar a la que muestran cuando ovopositan sobre las pupas (Figuras lc,
2). Este comportamiento se observo tanto sobre las larvas de segundo como
las de tercer instar y también sobre aquellas en fase migratoria.

Figura 2: Hembras de Nasonia vitripennis sobre larvas en tercer instar ain alimentdn-
dose (arriba) y en fase migratoria (abajo) de Calliphora vicina.
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Tabla 1: Resultados de la exposicién de fases inmaduras de Calliphora vicina previas
a pupas de 24 horas a Nasonia vitripennis. (L2: Larva en segundo instar. L3: Larva
en tercer instar, LM: Larva migratoria, P 2-6h: Pupa de entre dos y seis horas de

edad).
INDIVIDUOS OFRECIDOS FASE TIEMPO DE EXPOSICION | AVISPAS EMERGIDAS
12 L2 2h 0
12 L3 2h 0
12 LM 2h 0
12 P26 h 2h 0

DESARROLLO A TEMPERATURAS VARIABLES

El intervalo de ovoposicién tuvo un efecto directo en la cantidad de
adultos de avispa que emergieron de una sola pupa de Calliphora vicinay en
la proporcién de pupas en las que se confirmé la ovoposicion. Los grupos
de 12 pupas de C. vicina que fueron expuestas a avispas cuando tenian de
24 a 36 horas de edad, se desarrollaron a 25,8+1,06, 26,95 +0,72, 27,87+0,58
y 28,5+0,84°C (media +desviacion estandar). Los tiempos para completar el
desarrollo de Nasonia vitripennis a dichas temperaturas fueron de 363.28
(£9,36), 334,7 (£3,06), 313,6 (£0,84),y 300,3 (+11,62) horas respectivamen-
te (media + desviacion estandar) (Tabla 2). Se observo una relacion lineal
entre la temperatura y el tiempo de desarrollo medio (Figura 3).

Tabla 2: Tiempos de desarrollo y ratio de desarrollo de Nasonia vitripennis a las

distintas temperaturas, habiéndose dado la ovoposicion en pupas de Calliphora

vicina de entre 24 y 36 horas de edad. Entre paréntesis aparecen las desviaciones
estandar para la temperatura media y el tiempo de desarrollo medio.

PUPAS DE .
NUMERO RATIO
LAS QUE TIEMPO DE
T PUPAS TIEMPO DE DE DE
HAN . DESARROLLO
MEDIA OFRECIDAS EXPOSICION AVISPAS DESARROLLO
EMERGIDO MEDIO .
EMERGIDAS (1/DIAS)
AVISPAS
928,5°C 300,3 h
0.54) 12 10 10 h 954 (11.62) 0,0799
27,87°C . 313,6 h
0.58) 12 4 1h 95 (0.80) 0,0765
926,95°C 334,7 h
©0.72) 12 4 1h 97 (58,06) 0,0717
925,8°C 363,28 h
1.06) 12 6 2h 49 (0.56) 0,0661
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Figura 3: Relacion entre la temperatura media y el tiempo de desarrollo medio.
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Figura 4: Relacion entre el ratio de desarrollo y la temperatura media. A 13°C el
ratio de desarrollo es nulo, por lo que se estima como el valor de temperatura basal
para Nasonia vitripennis.
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Para las temperaturas ambientales medias de 25.8, 26.95, 27.87 y 28,5°C
los ratios de desarrollo fueron de 0.0799, 0.0765, 0.0717 y 0.0661 respecti-
vamente. Se comprob6 que habia una relacién directa entre el ratio de
desarrollo y la temperatura media, con un R* de 0,9996 (Figura 4). A partir
de esta relacion se estim6 una temperatura basal de 13°C que debera ser
testada en futuros ensayos.

El AGH fue de 4655,75 £160,15 grados/hora (media + desviacion estan-
dar) para completar el ciclo, desde la ovoposicién hasta la emergencia del
adulto del pupario de C. vicina.

4. DISCUSION

Pese a que se constato6 la actividad por parte de Nasonia vitripennis sobre
las larvas de Calliphora vicina, tras la exposicion y su incubacién no se dio
emergencia alguna de avispas. La ausencia de Nasonia vitripennis en éstas se
comprob6 disecando las pupas, confirmando que no se habia dado la ovo-
posicion. Esto es probablemente debido a que Nasonia vitripennis no puede
perforar la cuticula de las larvas hasta que ésta se ha separado de la epider-
mis tras la formacién del pupario (WHITING, 1967), la cual se da en torno
a las 24 horas después de la pupacion en Calliphora vicina (FRAENKEL &
BHASKERAN, 1973). Este hecho explica también por qué no se detect6 ovo-
posicion en las pupas de entre 2y 6 horas de edad.

La actividad registrada sobre las larvas de Calliphora vicina puede tratarse
de una forma de depredaciéon. Cuando se da la ovoposicion por parte de V.
vitripennis en pupas de diptero, a menudo la avispa también forma un tubo
alimenticio del que se alimenta de la hemolinfa de la pupa (WHITING,
1967). Es muy probable que este mismo comportamiento sea el que se ob-
servo sobre las larvas en los experimentos realizados; es decir, que las avis-
pas realicen pequenos orificios en la cuticula de la larva y se alimenten de
su hemolinfa. Esta posibilidad se sustenta en el propio comportamiento de
la avispa, la cual es capaz de localizar con eficiencia restos cadavéricos rela-
tivamente frescos en los que los dipteros necrofagos depositan sus huevos,
y esperan durante semanas en ese lugar hasta que las larvas realizan la pu-
pacion. Durante este tiempo, resulta verosimil que N. vitripennis pueda ali-
mentarse de la hemolinfa de las larvas presentes. Tal vez estribe en esta
actividad de depredacion el origen del efecto en el comportamiento que se
da en las larvas necréfagas de numerosas especies de Calliphoridae expues-
tas a N. vitripennis y a otros parasitoides (Rercapa & Goooy, 2012).

En otros ensayos con parasitoides, los tiempos de exposiciéon fueron
considerablemente mayores (¢f. GRASSBERGER & FRANK, 2003, BARBOSA et
al., 2008, SCHNEIDERMAN & HorwiTZF, 1957, CARDOSO & MILWARD DE
AZEVEDO, 1996, MELLO & AGUIAR-COELHO, 2009). En este ensayo en parti-
cular, uno de los objetivos era la precision, por lo que conocer con exacti-
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tud la hora en la que se dio la ovoposicion resultaba imprescindible. Sin
embargo, este hecho hace que la proporcion de pupas ofrecidas en las que
se da la ovoposicion y la cantidad de huevos depositados sea menor. No
obstante, también ha proporcionado una precision mayor en los resulta-
dos, con una desviaci6n mucho menor. La relacién entre la temperatura y
el tiempo necesario para completar el ciclo vital de Nasonia vitripennis ha
sido lineal, lo que significa que con los resultados obtenidos seria posible
estimar el tiempo de desarrollo necesario a otras temperaturas. Asimismo,
la relacién entre la temperatura y el ratio de desarrollo también son linea-
les, lo cual hace que el Acimulo de Grados Hora total obtenido para com-
pletar el ciclo en esta especie goce de bastante precisiéon. Sin embargo,
también hay que tener en cuenta que las temperaturas en las que se ha
realizado el estudio han oscilado entre 25y 30°C, con lo que no dispone-
mos de datos de temperaturas menores, mas cercanas a la basal, lo cual
podria arrojar mayores diferencias. De la misma forma, tampoco se ha con-
siderado el efecto del multiparasitismo, es decir, que mds de una avispa
parasitoide pueda ovopositar en una misma pupa, lo que podria llevar a
alteraciones en los tiempos de desarrollo (GRILLENBERGER ef al., 2009), ni
de la posible influencia de otras larvas competidoras o de sus depredadores
en el entorno. Pese a todo, los efectos del multiparasitismo se basan en la
superpoblacién de la pupa del hospedador por el nimero de avispas desa-
rrollandose en ella, cosa que la brevedad de los periodos de exposicion del
presente estudio minimizan en gran medida, dado que las puestas no han
sido tan abundantes (MELLO & AGUIAR-COELHO, 2010).

Los tiempos de desarrollo obtenidos en el presente estudio difieren con
los obtenidos en estudios previos; asi, GRASSBERGER & FRANK (2004) em-
pleando como hospedador a Protophormia terranovae obtuvieron unos tiem-
pos de desarrollo de 355 horas a 25°C, mientras que el tiempo de desarrollo
a dicha temperatura del presente estudio seria de 381 horas. A esa misma
temperatura de 25°C, SCHNEIDERMAN & HorwrTzF (1957) obtuvieron un
tiempo de 336 horas, empleando a Sarcophaga bullata como hospedador.
Por otra parte, BARBOSA et al., (2008) empleando como hospedador a Co-
chliomyia macellaria obtuvieron unos resultados similares a los presentes,
tardando N. vitripennis una media de 336 horas en completar su desarrollo
a 27°C, frente a 334 horas de este estudio. Con Chrysomya albiceps como
hospedador, CARDOSO & MILWARD DE AZEVEDO (1996) estiman 300 horas
para completar el ciclo a 26-30°C, rango de temperaturas que corresponde-
ria con un intervalo de 264 y 353 horas empleando los resultados del pre-
sente estudio. Por ultimo, trabajando con pupas de Chrysomya megacephala
MELLO & AGUIAR-COELHO (2009) proponen 347 horas a 26,2°C, frente a
353 del presente estudio a la misma temperatura (Tabla 3). Por ello, a la
hora de comparar los resultados, es importante tener en cuenta que el res-
to de estudios han sido realizados empleando especies de hospedadores
distintas y en regiones biogeograficas diferentes.
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Tabla 3: Comparacién de los resultados de los distintos estudios de desarrollo de

Nasonia vitripennis con los del presente estudio, especificando los autores, el lugar

donde se 1levo a cabo el estudio, el hospedador empleado, la temperatura media a

la que se dio el desarrollo, los tiempos de desarrollos de dichos estudios y el tiempo
de desarrollo estimado para el presente estudio a dichas temperaturas

TIEMPO DE
TIEMPO DE DESARROLLO
AUTOR LUGAR HOSPEDADOR TEMP.
DESARROLLO | DEL PRESENTE
ESTUDIO
Grassberger & . Protophormia o
Frank (2003) Austria terranovae 2°C 355 h SEILn
Scheneiderman N S "
& Horwitzf Y‘;‘ia “b’;”lfl’m‘[’lg“ 95°C 336 h 381 h
(1957)
Cardoso & .
Milward de lzlri’eidr‘:) 7;’12;”’21’;& 96-30°C 300 h 964-353 h
Azevedo (1996) | J gacep
Barbosa et al. Rio de
i o h
(2008) Janeiro Chrysomya albiceps | 27°C 336 334 h
Mello & Aguiar- Chrysomya ok 60
Coelho (2009) Sao Paulo megacephala 26,2°C 347h

Un punto importante a considerar es el efecto de la especie empleada
como hospedadora en el desarrollo de N. vitripennis. Ciertos estudios han
demostrado que este parasitoide muestra distintas preferencias por uno u
otros hospedadores (DESJARDINS et al., 2010), pero falta determinar si esto
afecta en su desarrollo. Los resultados de tiempos de desarrollo de este es-
tudio y los citados para estudios previos, parecen sugerir que si existen di-
ferencias. No obstante, los estudios antes mencionados también fueron
realizados en zonas biogeograficas muy diferentes y con poblaciones de .
vitripennis distintas.

La temperatura basal tedrica obtenida a partir de la regresion lineal de
la relacién entre la temperatura y el ratio de desarrollo ha sido 13°C. Esta
temperatura es ligeramente superior a los 10°C obtenidos por GRASSBER-
GER & FrRANK (2003). Esto puede ser debido a que ellos emplearon como
hospedador a Protophormia terranovae, una especie propia del centro y norte
de Europa, en lugar de Calliphora vicina, pero también puede ser debido a
las diferencias entre poblaciones procedentes de regiones biogeograficas
distintas, ya que al estar los ensayos de GRASSBERGER & FRANK (op. cit.)
realizados con poblaciones de N. vitripennis del centro de Europa es posible
que estas se encuentren adaptadas a temperaturas menores. Esto acentda la
importancia de realizar estudios en zonas biogeograficas distintas (ARNAL-
Dos, 2006) y proximas al darea de aplicacion de los resultados.
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El Ginico estudio que estima el Actiimulo de Grados Hora necesarios para
completar el ciclo para Nasonia vitripennis hasta la fecha ha sido el aportado
por GRASSBERGER & FRANK (2003). Segun dicho estudio, el AGH necesario
para completar el ciclo de N. vitripennis es de 5383,6. Este niimero dista
mucho de los 4655,75 obtenidos en el presente trabajo, lo cual puede atri-
buirse principalmente a la diferencia entre la temperatura basal de 10°C
calculada por GRASSBERGER & FRANK y la de 13°C obtenida en el presente
estudio. Una vez mds, el hecho de haber trabajado con hospedadores dis-
tintos y con poblaciones de regiones biogeograficas distintas puede ser otra
causa asociable a esta diferencia.

En teoria, Nasonia vitripennis podria ser empleada en el cdlculo del
IPM en aquellos casos en los que se encuentren pupas que contengan
fases inmaduras de esta avispa, y su utilidad seria mayor en aquellos casos
en los que las especies de moscas necréfagas que utiliza como hospedado-
ras ya hayan emergido del pupario. Pero, a lIa hora de valorar el uso po-
tencial de Nasonia vitripennis en el calculo del IPM debemos tener en
cuenta primero algunas limitaciones. Para empezar, cuando un parasitoi-
de se desarrolla en un hospedador, lo mata en el proceso. Esto puede
dificultar la identificacion especifica del hospedador, y la comparacién de
éste y otros estudios parece sugerir que la especie del hospedador puede
influir en el tiempo de desarrollo del parasitoide. Por otra parte, dado
que N. vitripennis puede ovopositar sobre pupas de avanzada edad, su uso
esta limitado principalmente al tiempo de desarrollo minimo, siendo in-
eficaz a la hora de estimar un limite superior. Pese a todo, en determina-
das ocasiones es posible identificar al hospedador mediante las piezas
bucales larvarias que quedan en el pupario o mediante técnicas molecu-
lares (AMES et al., 2006). Sera entonces cuando obtengamos la mayor pre-
cision empleando el conocimiento adquirido para ambas especies en un
calculo mas preciso del IPM.

Los resultados de este trabajo podrian ser empleados en aquellos casos
en los que se hallen restos cadavéricos con pupas de Calliphora vicina para-
sitadas por Nasonia vitripennis en zonas biogeograficas y con condiciones
climaticas similares a las empleadas en este estudio. Para ello, seria funda-
mental que las pupas fueran individualizadas antes de ser transportadas al
laboratorio, y una vez en éste, colocadas a temperaturas controladas hasta
registrar la emergencia de los adultos con la mayor precision posible. Estos
adultos y sus hospedadores deberian ser identificados correctamente a ni-
vel de especie, dado que toda identificacion errénea puede conllevar que
se acumulen errores por extrapolacion. La diferencia entre el AGH obteni-
do en el laboratorio y el necesario para completar el desarrollo permitiria
estimar el tiempo de actividad del insecto sobre el cadaver, y de ahi, tenien-
do en cuenta las condiciones ambientales del lugar, estimar la fecha y la
hora minimas para la ovoposicion por parte de N. vitripennis. Asumiendo
que C. vicina habria entrado en fase de pupa como minimo 24 horas antes,
la precision del calculo podria ser muy elevada. A partir de entonces, se
podrian emplear los datos de desarrollo de C. vicina conocidos para la re-
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gion de estudio (Diaz MARTIN et al., 2014) para estimar una fecha y hora
de defunciéon minima con una precisién mayor.

5. CONCLUSIONES

1. Se confirma el valor de Nasonia vitripennis como modelo experimental
para trabajos de investigacion forense, y se establecen las pautas basicas
para el mantenimiento de sus poblaciones en condiciones controladas
de laboratorio.

2. La ovoposicion por parte de N. vitripennis en C. vicina se da s6lo a partir
de que la pupa de esta tltima tenga al menos 6 horas de edad, dado que
no se confirma su desarrollo antes de este periodo.

3. Latemperatura basal estimada para . vitripennis en la region de estudio
es de 13°C, y el AGH total para completar el ciclo es de 4655,75 + 160,75.
Estos datos deben ser empleados en el cdlculo del IPM en regiones bio-
geograficas y condiciones climdticas similares.

4. Pese a sus limitaciones, N. vitripennis puede ser empleada en la estima-
cién del IPM en ciertos casos, y permitir el aumento de la precisiéon de
estas estimaciones.

5. Es necesario llevar a cabo mas estudios para determinar la edad minima
de la pupa del hospedador en la que N. vitripennis puede ovopositar, asi
como determinar el efecto en el desarrollo que tiene el uso de distintos
hospedadores o las condiciones ambientales. Por tltimo, es importante
realizar estudios similares a estos en regiones distintas a fin de contrastar
posibles diferencias en el desarrollo de distintas poblaciones.

6. AGRADECIMIENTOS

Deseamos expresar nuestro agradecimiento a Maite Paz Goicoechea,
Rubén Sinchez Eugenia y Anna Sopovova por su inestimable colaboracién.

7. BIBLIOGRAFIA

1. AmEs C, TURNER B, DANIEL B. Estimating the post-mortem interval (I): The use
of genetic markers to aid in identification of Dipteran species and subpopula-
tions. International Congress Series 2006, 1288:795-797.

2. ARNALDOS MI, PrRADO E CasTRrO C, PrRESA ][], LOPEZ-GALLEGO E, GArcia, MD.
Importancia de los estudios regionales de fauna sarcosaprofaga. Aplicacion a la
practica forense. Ciencia Forense 2006, 8(1):63-82.

CFOR, 12/2015 189



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

190

Ailander Urtiaga Villegas, Marta Inés Salona-Bordas

. BArBOSsA LS, Court MS, AGuiaArR-CoELHO VM. Development of Nasonia vitripen-

nis (WALKER, 1836) Hymenoptera: Pteromalidae) in pupae of Cochliomyia mace-
llaria (Fabricius, 1775) (Diptera: Calliphoridae), using different densities of
parasitoid. Biota Neotropical 2008, 8(1):49-54.

. BErTOSSA RC, VAN Dyjk J, BEERsMA DG, BEUKEBOOM LW. Circadian rhythms of

adult emergence and activity but not eclosion in males of the parasitic wasp
Nasonia vitripennis. Journal of Insect Physiology 2010, 56(7):805-812.

. Boucek Z, Rasprus JY. Illustrated key to West-palearctic Genera of Pteromali-

dae. Paris: INRA. 1991.

. BRODEUR J, Bo1viN G. Functional ecology of immature parasitoids. Annual Re-

view of Entomology 2004, 49(1):27-49.

. CARDOSO D, MiLwARD DE AZEVEDO EMV. Aspects of the biology of Nasonia vitri-

pennis (Walker) Hymenoptera, Pteromalidae) in the pupae of Chrysomya megacepha-
la (Fabricius) and C. albiceps (Wiedemann) (Diptera, Calliphoridae), under labo-
ratory conditions. Revista Brasileira de Entomologia 1996, 40(1):143-146.

. DEsjArDINS CA, PERFECTTI F, BARTOS JD, ENDERS LS, WERREN, JH. The genetic

basis of interspecies host preference differences in the model parasitoid Naso-
nia. Heredity 2010, 104(3), 270-7.

. Diaz MARTIN B, LOPEZ RODRIGUEZ A, SALONA BorpAS MI. 2014. Primeros re-

sultados sobre desarrollo de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae) bajo con-
diciones controladas de temperatura. Ciencia Forense 11:251-270.

FRAENKEL G, BHASKERAN G. Pupariation and pupation in cyclorraphous flies
(Diptera): terminology and interpretation. Annals of the Entomological Socie-
ty of America 1973, 66(1):418-422.

GRASSBERGER M, FRANK C. Temperature-related development of the parasitoid
wasp Nasonia vitripennis as forensic indicator. Medical and Veterinary Entomo-
logy 2003, 17(3):257-62.

GRASSBERGER M, FrRaNK C. Initial Study of Arthropod Succession on Pig Ca-
rrion in a Central Europe urban habitat. Journal of Medical Biology 2004,
41(3):511-523.

GRILLENBERGER BK, VAN DE ZANDE L, BijLsma R, Gapau |, BEUKREBOOM LW.
Reproductive strategies under multiparasitism in natural populations of the pa-
rasitoid wasp Nasonia (Hymenoptera). Journal of Evolutionary Biology 2009,
22(3), 460-740.

HALL RD. Perceptions and Status of Forensic Entomology. En Byrd JH, Castner
JL. Forensic Entomology. The utility of Arthropods in Legal Investigations, pp.
1-15. CRC Press LLC. 2001

HicLey LG, HaskeLL NH. Insect development and forensic entomology. En
Byrd JH, Castner JL. Forensic Entomology. The Utility of Arthropods in Legal
Investigations, pp. 287-302. CRC Press LLC. 2001

LornLiN DW, ENDERs LS, WERREN JH. Evolution of sex-specific wing shape at
the widerwing locus in four species of Nasonia. Heredity 2010, 104(3):260-269.

McALLISTER BF, WERREN JH. Phylogenetic analysis of a retrotransposon with
implications for strong evolutionary constraints on reverse transcriptase. Mo-
lecular Biology an Evolution 1997, 14(1):69-80.

CFOR, 12/2015



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Desarrollo a distintas temperaturas de Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae)...

MEeLLO RDS, AGUIAR-COELHO VM. Durations of immature stage development
period of Nasonia vitripennis (Walker) (Hymenoptera: Pteromalidae) under la-
boratory conditions: implications for forensic entomology. Parasitology Re-
search 2009, 104(2):411-418.

MEeLLO RDS, Borja GEM, Acuiar-CoeLno VM. Effects on Microhymenopteran
Progeny of Different Host Exposure Periods ( Chrysomya megacephala, Calliphori-
dae) to the Parasitoid Wasp Nasonia vitripennis (Hymenoptera: Pteromalidae).
Brazilian Archives of Biology and Technology 2010, 53(2):77-85.

Rercapa C, Gopoy WAC. Direct and indirect top-down effects of previous con-
tact with an enemy on the feeding behavior of blowfly larvae. Entomologia Ex-
perimentalis et Applicata 2012, 142(1):71-77.

Ruepa LM, AXTELL RC. Guide to common species of pupal parasites (Hyme-
noptera: Pteromalidae) of the house fly and other muscoid flies associated with
poultry and livestock manure. Technical Bulletin. North Carolina Agricultural
Research Service, 1985.

Rutz DA, WaTsoN DW. Parasitoids as a component in an integrated fly- mana-
gement program on dairy farms. En Mass-reared Natural Enemies: Applica-
tions, Regulation, and Needs, pp 185-201. Entomological Society of America
Monograph, Annapolis, MD. 1998,

SarLoNA MI, MoNEo |, Diaz-MARTIN B. Estudio sobre la distribucién de Calif6-
ridos (Diptera, Calliphoridae) en la Comunidad Auténoma del Pais Vasco. Bo-
letin de la Asociacién Espanola de Entomologia 2009, 33(1-2):63-89.

SAuL G, L1 B. Gene map of the parasitic wasp Nasonia vilripennis (= Mormoniella
vitripennis). Genetic Maps: locus maps of complex genomes, pp 198-201. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989.

SCHNEIDERMAN BYHA, HorwiTzr J. The induction and termination of faculta-
tive diapauses in the Chalcid wasp Mormoniella vitripennis (Walker) and Tritneptis
klugii (Ratzeburg). Journal of Experimental Biology 1957, 35(1):520-551.

TurcHETTO M, VANIN S. An approach to fly parasitoids interference on ento-
moforensic evaluations. Parasitologia 2002, 44(1):189-194.

WERREN JH. Nasonia homepage [2003] www.rochester.edu/College/BIO/
labs/Werrenl.ab/nasonia/.

WHITING AR. The biology of the parasitic wasp Mormoniella vitripennis
(=Nasonia brevicornis) (Walker). The Quarterly Review of Biology 1967,
42(1):333-406.

CFOR, 12/2015 191



Ciencia Forense, 12/2015: 193-206
ISSN: 1575-6793

CONTRIBUCION AL CONOCIMIENTO
DE LOS CALLIPHORIDAE Y SARCOPHAGIDAE
SARCOSAPROFAGOS PRESENTES EN UN AGROSISTEMA
DEL SURESTE DE LA PENINSULA IBERICA

YELITZA VELASQUEZ'

PaorLa GoBBI

ANABEL MARTINEZ-SANCHEZ
SanTOs Rojo

Resumen: Se presenta un listado de 11 especies de Calliphoridae y Sar-
cophagidae capturados en la estacion Biologica Torretes situada en el tér-
mino municipal de Ibiy colindante con el Parque Natural del Carrascal de
la Font Roja, al norte de la provincia de Alicante. Los ejemplares fueron
obtenidos tras un muestreo de 72 horas mediante el empleo de diversas
trampas cebadas con higado de cerdo y carcasas de pollo evisceradas, en
una zona de pinar y en una zona soleada de cultivo. También se indica la
distribucion actualizada de las especies capturadas en Espana y una sintesis
sobre los aspectos mads importantes sobre su bionomia.

Palabras clave: Calliphoridae, Sarcophagidae, dipteros necréfagos,
faunistica, Espana, peninsula Ibérica.

Abstract: A list of 11 species of Calliphoridae and Sarcophagidae captu-
red at Torretes Biological Station located in the town of Ibi and adjacent to
the Natural Park of Font Roja in the north of the province of Alicante is
presented. The specimens were obtained over a 72 hours sampling by bai-
ted traps with pork liver and eviscerated chicken carcasses in a pine forest
area and in a crop sunny area. The current distribution of the species cap-
tured in Spain, and a summary of the most important aspects of their bio-
nomics is also detailed.
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Key words: Calliphoridae, Sarcophagidae, necrophagous diptera, faunis-
tic, Spain, Iberian Peninsula.

1. INTRODUCCION

Los dipteros necréfagos son generalmente los primeros insectos en lle-
gar y colonizar la materia organica muerta, siendo ademas los insectos mas
numerosos en la mayor parte de las sucesiones heterotroficas. Desde el
punto de vista forense, los dipteros sarcosapréfagos por excelencia pertene-
cen a las familias Calliphoridae y Sarcophagidae. Ambas familias son ubi-
cuas y junto a otros dipteros sarcosapréfagos, proporcionan informaciéon
util para la estimacion del intervalo postmortem y otras circunstancias aso-
ciadas a un fallecimiento. Sus larvas se alimentan y se desarrollan en el ca-
daver, por lo tanto, a partir de sus ciclos de vida o de la sucesion de insectos
presentes en el cuerpo, es posible calcular el tiempo de la muerte (BYRD &
CASTNER, 2001, MAGANA, 2001). Por otro lado, sus especies estan implica-
das en multiples temas relacionados con la salud humana como son la
transmision de enfermedades y las miasis (PAPE, 1987, RoGNESs, 1991).

La peninsula Ibérica abarca una amplia diversidad de hébitats, y la co-
munidad de dipteros califéridos y sarcofagidos ha sido estudiada en algu-
nas zonas. En el norte se han realizado estudios sobre la distribucién y di-
versidad de califéridos en diferentes habitats del Pais Vasco (SALONA et al.,
2009); CastiLLo (2002) evaluo la entomofauna en cadaveres de cerdo en
el noreste de Espana, en la provincia de Huesca. MARTINEZ-SANCHEZ et al.
(1998, 2000a,b) estudiaron los califéridos y sarcofagidos necréfagos y co-
profagos asociados a un agroecosistema de dehesa en Salamanca, y en la
comunidad de Madrid MARTIN-VEGA & Baz (2013) analizaron la composi-
cién de dipteros necréfagos en funcion del gradiente altitudinal y las esta-
ciones del ano. En el sureste, ARNALDOS ¢t al. (2001, 2004b) y ROMERA
(2003) evaluaron las familias Calliphoridae, Fanniidae, Muscidae y Sar-
cophagidae asociadas a cadaveres de pollo en la provincia de Murcia, mien-
tras que en Alicante se han realizado estudios de los dipteros sarcosaprofa-
gos tanto en medios insulares como en medios continentales urbanos
(MARTINEZ-SANCHEZ, 2003, MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2005, VELASQUEZ et
al., 2011). En el sur destacar los estudios sobre la diversidad de esta comu-
nidad en funcién del habitat (RoMERO PALANCO et al., 2006), y los resulta-
dos en entomologia forense aplicada (GONzZALEZ MEDINA et al., 2011a,b).
En Portugal, PRADO E CASTRO et al. (2008, 2012), aportaron datos sobre los
califéridos en cadaveres de cerdo, en Coimbray Lisboa, y CAINE et al. (2009)
y GILARRIORTUA et al. (2013) utilizaron técnicas moleculares para la identi-
ficacion de especies de esta familia en cadaveres humanos.

Los estudios sobre entomofauna sarcosapréfaga dentro de ambientes
especificos en la peninsula Ibérica favorecerdn la investigacion forense en
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la regiéon mediterranea. Este trabajo constituye un aporte al conocimiento
de los califéridos y sarcofagidos sarcosaprofagos presentes en un ecosistema
de montana mediterranea del sureste de Espana.

2. MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en dos ambientes distintos, dentro de La Esta-
cion Biologica «Torretes Font-Roja» (CIBIO-Universidad de Alicante) situa-
da en el Parque Natural del Carrascal de la Font Roja (Alicante, Espana). Por
un lado se seleccion6 una zona de sombra, dominada por pinos (Pinus hale-
pensis) y escaso matorral. El otro habitat seleccionado fue una terraza soleada
caracterizada por cultivos de almendro (Prunus dulcis), en cuyos limites se
observaban abundantes especies de matorral mediterraneo (Cistaceae, Faba-
ceae y Lamiacea). En ambos ambientes, se colocaron 2 trampas WOT orien-
tadas por el viento (VocT & HAVENSTEIN, 1974) y cebadas con 150 g de hi-
gado de cerdo. Para comparar estas especies con aquellas que
definitivamente se desarrollan sobre este mismo cebo, se dispusieron 2 con-
tenedores de plastico (30 x 20 x 20 cm) con 150 g de higado de cerdo, aproxi-
madamente a un metro de altura, que permitian la entrada y la oviposicion
de los dipteros.

Con el fin de comparar la atraccién a diferentes tipos de sustratos de
materia organica de origen animal, en la zona soleada de cultivo se dispu-
sieron simultaneamente cadaveres de pollo de dos tamanos. Asi, dos pollos
de 600 g cada uno, se colocaron sobre una bandeja con tierra en el fondo
y dentro de una jaula de acero que excluy6 a los vertebrados carroneros.
Otros dos cadaveres de pollo de 230 g aproximadamente se dispusieron en
contenedores de plastico (30 x 20 x 20 cm) a un metro de altura aproxima-
damente. Finalmente, estos datos fueron comparados con los resultados
obtenidos en las trampas WOT y en los contenedores a un metro de altura,
cebados con higado de cerdo.

En cada localidad, las trampas y los cebos estuvieron separados entre
si 10 metros y permanecieron expuestos durante 72 horas en el mismo
periodo del mes de junio de 2007. Los promedios de temperaturas mini-
mas, maximas y medias registradas en el pinar fueron 15,5°C, 31°Cy
23,3°C, respectivamente, y en la terraza de cultivo fueron 13°C, 42°C'y
27,5°C.

Tras el periodo de exposicién en el campo, las trampas y los cebos fue-
ron trasladados al laboratorio. Los cebos de higado y los cadaveres de pollo
se mantuvieron en condiciones controladas en una camara de crecimiento
con temperatura constante de 23°C, humedad 60-70% y fotoperiodo 14:10,
permitiendo el desarrollo completo de las especies que se encontraban
criando, hasta la emergencia del adulto. Finalmente, todos los adultos fue-
ron identificados de acuerdo a PAPE (1987), GONZALEZ-MORA & PERIS
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(1988), GoNzZALEZ-MORA (1989), PErIs et al. (1990), PEr1s & GONZALEZ-
Mora (1991), RoGNEs (1994) y ROGNES & PATERSON (2005).

3. RESULTADOS

Se recolectaron un total de 210 ejemplares. Se identificaron 11 especies
de Calliphoridae y Sarcophagidae (Tabla 1), no distribuidas por igual en
todos los sustratos expuestos. A continuacion presentamos un listado co-
mentado de las especies, incluyendo su distribucién y algunos aspectos so-
bre su bionomia.

Tabla 1. Califéridos y Sarcofagidos asociados a cebos de higado y pollo en la Estacion

Biologica «Torretes-Font Roja», Alicante, Espana. (A): adultos capturados en

trampas WOT. (L): adultos emergidos de larvas capturadas en los cebos expuestos,
(T): terraza y (P): pinar.

HIGADO POLLO | POLLO
ESPECIES (600G) | (230G)
T P T T
Calliphoridae
Calliphora vicina (Robineau-Desvoidy, 1830) A A L -
Calliphora vomitoria (Linnaeus, 1758) A A - -
Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) A A - -
Lucilia caesar (Linnaeus, 1758) A A - -
Lucilia sericata (Meigen, 1826) AL | AL L L
Sarcophagidae
Sarcophaga africa (Wiedemann, 1824) - A, L - -
Sarcophaga argyrostoma (Robineau-Desvoidy, 1830) - - - L
Sarcophaga cultellata (Pandellé, 1896) - A L -
Sarcophaga nigriventris (Meigen, 1826) - L - -
Sarcophaga teretirostris (Pandellé, 1896) - A - -
Sarcophaga tibialis (Macquart, 1851) - - - L

FamiLiA CALLIPHORIDAE
Calliphora vicina

Distribucion: Afrotropical, Australasia, Holartica, Neotropical y Oriental
(RoGNES, 2004). En Espana se ha citado en Alava, Albacete, Alicante, Alme-
ria, Avila, Barcelona, Bilbao, Burgos, Caceres, Cadiz, Castellén, Ciudad
Real, La Coruna, Cuenca, Gerona, Guadalajara, Guipuzcoa, Huelva, Hues-
ca, Logrono, Madrid, Murcia, Navarra, Oviedo, Palencia, Las Palmas, Sala-
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manca, Santa Cruz de Tenerife, Segovia, Sevilla, Soria, Teruel, Toledo, Va-
lencia Valladolid, Vizcaya, Zamora y Zaragoza (GONZALEZ-MORA, 1989).

Bionomia: Especie con preferencia por hdbitats urbanos, aunque tam-
bién puede estar presente en ambientes rurales (SALONA et al., 2009). Es
frecuente en el interior de las casas en busca de alimento y en los basureros
urbanos (GoNzALEZ-MoORA, 1989). Especie midsica facultativa en animales
domeésticos y en el hombre (SoLErR CRruz, 2000). Ha sido citada en cadave-
res humanos en varios casos forenses en la peninsula Ibérica (DOMINGUEZ
MARTINEZ & GOMEZ FERNANDEZ, 1957, PEREZ DE PETINTO, 1975, ARNALDOS
et al., 2004a, GArcia-Rojo, 2004, BAz el al., 2007, SALONA et al., 2009, GON-
ZALEZ MEDINA et al., 2011b, GILARRIORTUA et al., 2013). Estd presente du-
rante todo el ano, siendo mds abundante en invierno en el sureste del pais
y en primavera en el centro y norte de Espana (MARTINEZ-SANCHEZ et al.,
2000b, ARNALDOS ¢t al., 2001, CASTILLO, 2002, ARNALDOS ¢t al., 2004b, GAR-
cia-Rojo, 2004, Baz et al., 2007; SALONA et al., 2009). Su fenologia en Ali-
cante en trampas WOT cebadas con higado muestra maximos en invierno,
aunque esta presente, a excepcioén de agosto, durante todo el ano (MARTI-
NEZ-SANCHEZ, 2003).

Calliphora vomitoria

Distribucion: Australasia y Holdrtica (ROGNES, 2004) y en las siguientes
provincias de Espana: Alava, Alicante, Avila, Barcelona, Burgos, Caceres,
Ciudad Real, Guipuzcoa, Huesca, Le6n, Logrono, Madrid, Murcia, Nava-
rra, Oviedo, Palencia, Salamanca, Santa Cruz de Tenerife, Segovia, Sevilla,
Toledo, Valencia Valladolid, Vizcaya, Zamora y Zaragoza (ARNALDOS ¢ al.,
2001, ARNALDOS et al., 2004b, GONZALEZ-MORA, 1989, MARTINEZ-SANCHEZ
et al., 1998, SALONA et al., 2009).

Bionomia: Esta especie tiene preferencia por hdbitats rurales y poco
antropizados (SALONA et al., 2009). Especie midsica facultativa en animales
domésticos y en el hombre (SoLER Cruz, 2000). Ha sido citada en cadave-
res humanos en varios casos forenses en Espana (Rios, 1902a,b, Domin-
GUEZ MARTINEZ & GOMEZ FERNANDEZ, 1957, PEREZ DE PETINTO, 1975,
GONZALEZ MEDINA et al., 2011a, GILARRIORTUA ¢t al., 2013). En el norte de
Espana se encuentra todo el ano y es mds abundante en primavera, mien-
tras que en el sureste estd ausente en verano y es mas abundante en invier-
no, aunque en localidades insulares de Alicante no se capturé (MARTINEZ-
SANCHEZ, 2003, ARNALDOS ¢t al., 2004b, SALONA et al., 2009).

Chrysomya albiceps

Distribucion: Esta especie se distribuye en las regiones Afrotropical, Pa-
leartica, Neotropical y Oriental (RoGNES, 2004) mientras que en Espana se
ha citado en Alava, Alicante, Baleares, Cadiz, Castellon, Granada, Guadala-
jara, Guipuzcoa, Huesca, Jaén, Madrid, Mdlaga, Murcia, Navarra, Oviedo,
Santander, Santa Cruz de Tenerife, Segovia, Valencia, Vizcaya, Zaragoza
(GONZALEZ-MORA & PERIS, 1988, SaLoNA et al., 2009).
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Bionomia: Presente tanto en ambientes urbanos como rurales (SALONA
et al., 2009). Las larvas son miasicas facultativas en vertebrados y las larvas
maduras son predadoras facultativas de otras larvas de califéridos (FARIA et
al., 1999, FAria & Gopoy, 2001, GRASSBERGER ¢t al., 2003). En Espana, ha
sido citada en cadaveres humanos en varios casos forenses (DOMINGUEZ
MARTINEZ & GOMEZ FERNANDEZ, 1963, PEREZ DE PETINTO, 1975, MAGARNA
2001, ARNALDOS et al., 2005, GILARRIORTUA et al., 2013, VELASQUEZ et al.,
2013). En el norte del pais se encuentra en verano y otono y en el centro-
norte ocurre en primavera, verano y otono. En el sureste esta presente todo
el ano teniendo su pico poblacional en otono (MARTINEZ-SANCHEZ el al.,
2000b, ARNALDOS et al., 2001, CasTiLLO, 2002, MARTINEZ-SANCHEZ, 2003,
ARNALDOS ¢t al., 2004b, Garcia-Rojo, 2004, BAz et al., 2007, SALONA et al.,
2009, GILARRIORTUA ¢t al., 2013).

Lucilia caesar

Distribucion: En la region Paledrtica (RoGNEs, 2004). En Espana se ha
citado en Alava, Asturias, Guipuzcoa, Huesca, Madrid, Murcia, Navarra,
Pontevedra, Santander, Segovia, Valencia, Vizcaya, Zamora, Zaragoza (PE-
RIS & GONZALEZ-MORA, 1991, SALONA et al., 2009). Este registro constituye
la primera cita en Alicante.

Bionomia: Esta especie muestra preferencia por hdbitats rurales (SaLo-
NA et al., 2009). Especie miasica facultativa en mamiferos (SOLER CRuUZ,
2000). Ha sido citada en cadaveres humanos en varios casos forenses en
Espana (DoMINGUEZ MARTINEZ & GOMEZ FERNANDEZ, 1957, MARTINEZ-
SANCHEZ et al., 2006, GILARRIORTUA et al., 2013). En el norte y centro de
Espana se encuentra en primavera, verano y otono, siendo mas abundante
en verano. En el sureste del pais ha sido capturada en primavera (PERIS &
GONZALEZ-MORA, 1991, MARTINEZ-SANCHEZ ¢t al., 2000b).

Lucilia sericata

Distribucién: Afrotropical, Australasia, Holdrtica, Neotropical y Oriental
(RoGNEs, 2004). En Espana se ha citado practicamente en todo el territo-
rio. Un mapa con la distribucién de la especie en el pais puede encontrarse
en Per1s & GONZALEZ MoRA (1991).

Bionomia: Es mas frecuente en habitats urbanos y también puede en-
contrarse en el interior de las casas (MARTINEZ-SANCHEZ, 2003, SALONA et
al., 2009). Especie miasica facultativa en mamiferos (SOLER Cruz, 2000).
Ha sido asociada con cadaveres humanos en Espana (GONZALEZ-MORA et
al., 1990, MAGANA, 2001, ARNALDOS et al., 2005, MARTINEZ-SANCHEZ ¢t al.,
2006, MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2007, GILARRIORTUA el al., 2013). Esta
presente durante todo el ano en todo el territorio espanol y la actividad
maxima de los imagos se centra en verano (MARTINEZ-SANCHEZ el al.,
2000b; ARNALDOS et al., 2001, CAsTILLO, 2002, MARTINEZ-SANCHEZ, 2003,
ARNALDOS ¢t al., 2004b, GARCIA-ROJO, 2004, BAZ et al., 2007, SALONA et al.,
2009).
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FAMILIA SARCOPHAGIDAE
Sarcophaga africa

Distribucion: Afrotropical, Australasia, Paleartica (ParE, 2004, BDWD,
2015) y en Espana se ha recolectado en Alicante, Almerfa, Avila, Barcelona,
Cadiz, Cuenca, Gran Canaria, Granada, Guadalajara, Huelva, Huesca, Lo-
grono, Madrid, Mdlaga, Menorca, Murcia, Navarra, Salamanca, Segovia,
Sevilla, Tenerife, Teruel, Toledo, Valencia y Zaragoza (PERI1s et al., 1999,
MARTINEZ-SANCHEZ et al., 20002).

Bionomia: Es una especie sinantropica (PApE, 1987). En las dehesas de
la provincia de Salamanca, se encontr6 asociada a heces de grandes ungu-
lados e higado de cerdo (MARTINEZ-SANCHEZ el al., 2000a,b). Se han encon-
trado larvas de esta especie en casos de miasis en Sudafrica (Zumpt, 1965)
y ha sido citada en caddveres humanos en otros paises (INTRONA et al.,
1998) sin embargo en Espana no se ha registrado en ningtn caso de miasis
o forense. La actividad imaginal en el centro-occidental del pais se limita a
los meses de verano. En el sureste aparece a lo largo de todo el ano, salvo
en invierno, siendo mas abundante en verano (MARTINEZ-SANCHEZ, 2003,
ROMERA et al., 2003).

Sarcophaga argyrostoma

Distribucion: Afrotropical, Australasia, Holartica, Neotropical y Oriental
(BDWD, 2015). En Espana se encuentra en Alicante, Avila, Ciudad Real,
Gran Canaria, Granada, Guadalajara, Huesca, Ibiza, Madrid, Murcia, Nava-
rra, Tenerife, Toledo, Valencia, Zaragoza (PERI1s et al., 1999, CASTILLO
2002, ROMERA et al., 2003).

Bionomia: La larva es necréfaga y aunque en otros paises ha sido citada
en casos de miasis en humanos y en ovejas (Papg, 1987), en Espana no se
ha registrado ningun caso. Es el sarcofidgido mas frecuente en cadaveres
humanos en la peninsula Ibérica, lo que le confiere una gran importancia
forense en la region (VELASQUEZ ¢t al., 2010). En el noreste del pais ha sido
el mas abundante en cadaveres de cerdo durante todo el ano (CASTILLO,
2002). Mientras que en el sureste, aparece relacionada con cadaveres du-
rante los meses mas calidos del ano (ROMERA et al., 2003).

Sarcophaga cultellata

Distribucién: Paleartica (BDWD 2015). En Espana se ha colectado en
Alicante, Almeria, Guadalajara, Huesca, Madrid, Murcia, Salamanca, Sevi-
lla, Toledo, Valencia, Zaragoza (PERIS et al., 1999, MARTINEZ-SANCHEZ et al.,
2000a,b, CasTILLO, 2002).

Bionomia: La biologia de esta especie es practicamente desconocida
(ROMERA et al., 2003). El primer registro de esta especie en un cadaver
humano ha sido en Espana, siendo un nuevo indicador forense para la re-
gion del Mediterraneo y el suroeste de Europa (VELASQUEZ ef al., 2010). Se
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ha encontrado asociada con cadaveres de cerdos durante el verano en
Huesca (CasTiLLO, 2002). También en verano se encontré asociada a heces
de grandes ungulados e higado de cerdo en las dehesas de encinas de la
provincia de Salamanca (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2000a,b). Ademas, ha
sido capturada con cebos de pollo en otono en Murcia (ROMERA et al.,
2003).

Sarcophaga nigriventris

Distribucién: En las zonas Paledrtica y Afrotropical (PERr1s et al., 1994,
BDWD, 2015). En Espana ha sido citada en Alicante, Huesca, Madrid, Na-
varra, Santander, Valencia, y Zaragoza (PERIS et al., 1994, MARTINEZ-SAN-
CHEZ, 2003).

Bionomia: Especie parasita, depredadora y necré6faga de caracoles y va-
rios artrépodos como abejas, escarabajos y saltamontes (PAPE, 1987). En
Irlanda ha estado relacionada con caddveres de pequenos vertebrados
(BrackiTH & BLAcKITH, 1990) y hasta el momento se desconoce su rela-
cién con cadaveres humanos. En Espana existen pocos datos sobre la biolo-
gia de esta especie. En Alicante, se ha encontrado asociada al caracol Otala
punctata (PEREZ MORENO, 2004) y a cebos de pescado durante el verano
(MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2005).

Sarcophaga teretirostris

Distribucion: Paleartica (BDWD, 2015). En Espana ha sido capturada en
Alicante, Asturias, Lérida, Madrid, Navarra, Santander, Valencia y Zaragoza
(PERIS et al., 1999).

Bionomia: La larva se desarrolla en cadaveres de animales, incluyendo
gasteropodos (BARKER, 2004). En Espana se desconoce la biologia de esta
especie.

Sarcophaga tibialis

Distribucién: Afrotropical, Australasia, Paleartica (BDWD, 2015). En
Espana se ha capturado en Alicante, Murcia, Castellon de la Plana, Gran
Canaria, Huesca, Ibiza, Madrid, Mallorca, Navarra, Tenerife, Valencia, Za-
ragoza (PERis et al., 1999, CasTiLLO, 2002, MARTINEZ-SANCHEZ, 2003).

Bionomia: Las larvas de esta especie presentan habitos necréfagos. Fue-
ra de Espana ha sido observada en lesiones miasicas (ZumpT, 1965) y hasta
el momento se desconoce su asociaciéon con cadaveres humanos. Ha sido
encontrada asociada al caracol Otala punctata (PEREZ-MORENO et al., 2006).
En Huesca ha estado asociada a cadaveres de cerdo durante la primavera
(CasTILLO, 2002). En el sureste del pais es la especie mds abundante a lo
largo de todo el ano, estando ausente en invierno (MARTINEZ-SANCHEZ,
2003, ROMERA et al., 2003).
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4. DISCUSION

Del total de especies identificadas, 5 pertenecen a la familia Calliphori-
dae y 6 a la familia Sarcophagidae. Todas ellas se han encontrado asociadas
a restos de animales en otros estudios de fauna sarcosaprofaga en el terri-
torio ibérico (MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2000a,b, ARNALDOS et al., 2001,
2004b, CAsTILLO, 2002, MARTINEZ-SANCHEZ, 2003, GARCIA-ROJO, 2004, Baz
et al., 2007, SALONA et al., 2009, PRADO E CASTRO ef al., 2011). En el caso de
S. argyrostomay S. cultellata, aportamos sus primeros datos en la provincia de
Alicante y, aunque no hay registros publicados sobre la presencia de L.
caesar en la provincia de Alicante, esta especie fue capturada en el ano 2003
en el mismo Parque, utilizando cebos de higado y pescado (MARTINEZ-
SANCHEZ, datos sin publicar).

En la Tabla 1 se observa que las 5 especies de califéridos fueron atraidas
al higado; s6lo C. vicinay L. sericata, especies mas sinantrépicas, también
estuvieron asociadas a los cebos de pollo. Todas las especies fueron colecta-
das tanto en la terraza soleada como en el pinar sombreado. Entre los sar-
cofagidos, se observé una mayor diferencia en la atraccién hacia los distin-
tos cebos y entre los ambientes muestreados. Sarcophaga africa, S. nigriventris
y S. teretivostris fueron capturadas con los cebos de higado y sélo en el pinar
sombreado, S. argyrostomay S. tibialis se colectaron sé6lo con el pollo, mien-
tras que S. cultellata estuvo asociada a los 2 cebos y se encontré tanto al sol
como a la sombra.

Es importante destacar las especies que criaron en los cebos de higado
ofrecidos fueron L. sericata, S. africay S. nigriventris, mientras que C. vicina,
L. sericata, S. argyrostoma, S. cultellata'y S. tibialis, 1o hicieron en el pollo. Las
especies que criaron en higado, solo lo hicieron en aquellos expuestos a la
sombra, excepto L. sericata debido a su marcado cardcter termofilo. Por
otro lado, de las especies que criaron en el pollo, destacar que C. vicinay S.
cultellata solo lo hicieron en aquellos de mayor tamano, mientras que S.
argyrostoma'y S. tibialis por el contrario solo dispusieron sus larvas en los
pollos de menor tamano. De nuevo, L. sericata oviposité indistintamente en
ambos tipos. Aunque es bien conocido que el modelo adecuado para estu-
dios aplicados a la entomologia forense es un cadaver de cerdo (PAYNE,
1965, Gorr, 2000, SCHOENLY et al., 2007), los resultados obtenidos en este
estudio contribuyen a la ampliacién del conocimiento de la biologia de
estas especies, algunas de ellas poco conocidas hasta el momento en la re-
gion (i.g. S. cultellatay S. teretirostris).
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Abstract: A checklist of carrion-related arthropods collected in associa-
tion to pig carcasses in Aiako Harria Natural Park (Basque Country, nor-
thern Spain) is presented. Leaving aside the subphylum Myriapoda, there
are 16 orders represented in 7837 specimens, being the most important
those of the class Insecta (7667 specimens; 98%). The moment in which
they were present during the decomposition of a piglet carcass is detailed,
and an analysis of the diversity of each decomposition stage was performed.
Fresh stage is the moment when a higher degree of dominance and less
diversity were found, being the dry stage the most diverse one. It should be
stressed out the huge amount of new records: 2 new species for Science
[ Crossopalpus sp. n. (nr. nigritellus and aeneus) and Drapetis sp. n. (group
exilis) (Diptera: Hybotidae)]; 1 genus (Alloborborus) and 8 species new for
the Iberian Peninsula (Crossopalpus humilis, Meroplius fukuharai, Nemopoda
speiseri, Sepsis luteipes, Alloborborus pallifrons, Phthitia empirica, Spelobia cambri-
ca, Trachyopella kuntzei); 7 new species for Spain (Siphunculina aenaea,
Siphunculina quinquangula, Megaselia citrinella, Megaselia meconicera, Megaselia
tama, Pseudacteon formicarium, Ischiolepta denticulata); 1 new species for the
peninsular Spain (Telomerina levifrons); 2 family, 12 genus and 29 species
new for the Basque Country; and 1 family, 4 genus and 3 species new for
Guiptzcoa. This study may serve as a reference for future forensic studies
in the Basque Country and other similar biogeoclimatic areas.
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Resumen: Presentamos un primer listado de artrépodos relacionados con
restos cadavéricos en el Parque Natural de Aiako Harria (Pais Vasco, norte de
Espana). Sin considerar al subphylum Myriapoda, hemos encontrado 7837
especimenes representados en 16 6rdenes, siendo los mas importantes los
correspondientes a la clase Insecta (7667 especimenes, 97%). Se especifica el
momento de la descomposicion cadavérica en que se encontraron, asi como
el valor de la diversidad en cada fase de descomposicion cadavérica. En el
estado fresco se obtiene el mayor valor de dominancia y el menor valor de
diversidad, siendo el estado seco el mas diverso de todos. Debemos destacar
la cantidad de nuevos taxones recolectados: 2 nuevas especies para la Ciencia
[ Crossopalpus sp. n. (nr. nigritellus and aeneus) y Drapetis sp. n. (grupo exilis)
(Diptera: Hybotidae)]; 1 género (Alloborborus) y 9 especies nuevas para la
Peninsula Ibérica (Crossopalpus humalis, Meroplius fukuharai, Nemopoda speiseri,
Sepsis luteipes, Alloborborus pallifrons, Phthitia empirica, Spelobia cambrica, Trachyo-
pella kunizei); 7 nuevas especies para Espana (Siphunculina aenaea, Siphunculi-
na quinquangula, Megaselia citrinella, Megaselia meconicera, Megaselia tama, Pseu-
dacteon formicarium, Ischiolepta denticulata); 1 nueva especie para Espana penin-
sular (Telomerina levifrons); 1 familia, 11 géneros y 28 especies nueva para el
Pais Vasco; y 1 familia, 4 géneros y 3 especies nuevas para Guipuzcoa. Este
estudio servira como referencia para futuros estudios forenses en el Pais Vas-
co y otras areas biogeoclimaticas similares.

Palabras clave: Entomologia forense, artropodos, diversidad, restos cada-
véricos, Pais Vasco.

1. INTRODUCTION

Arthropods are main responsible of the consumption of corpses and
carcasses, reducing them to skeleton in few days under adequate condi-
tions. They feed on the body, and live or breed in/on a corpse, thus depen-
ding on their biological preferences, and on the state of body decomposi-
tion. This produces a faunal succession which varies through season and
environmental conditions, and that can be useful for the estimation of time
since death (1, 2).

However, the evaluation and use of succession patterns have necessarily
been based on the adequate knowledge of the insect fauna in the region in
which a corpse is discovered, as species vary widely with geographic region
(3, 4). This sort of information is often generated in forensics through field
experiments based on carrion decomposition in which nonhuman carcas-
ses are usually employed, due to legal impediments on using human corp-
ses as models (5, 6). If this baseline fauna is unknown, then the forensic
entomologist needs to draw upon the existing bibliography and choose the
one which deals with areas of similar characteristics, although the accuracy
of post-mortem interval estimations will be diminished (4, 7).
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In the Iberian Peninsula, detailed studies in this field are scarce, and
other papers contribute data only for certain groups (8). Besides, they have
been performed in central and southern areas of the Iberian Peninsula
(5, 8,9, 10, 11), remaining the northern region unexplored. This lack of
information is a particularly important problem, as the predominant clima-
te types of our peninsula differ considerably, and the typical Atlantic clima-
te of the Basque Country makes unfeasible any extrapolation of the data
without assuming a great error on post-mortem calculations.

Therefore, this study is aimed to contribute to increase the knowledge of
our fauna with an extensive inventory of carrion-associated arthropods, inclu-
ding information about their successional patterns, in order to create a data-
base of reference for regions with similar biogeoclimatic characteristics.

2. MATERIAL AND METHODS

SAMPLING PROCEDURE

The collection of samples was realized during the ongoing of a field
experiment focused on insect succession on carrion during summer months
in 2009 and 2010. It took place in «Aiako Harria» Natural Park (Errenteria,
Guipuzcoa, Spain), concretely in an unused area of the Urdaburu-Anarbe
forest which previously served for the recuperation of wild board popula-
tions (12). It was, however, noticeable the recreational use of surrounding
areas and the intermittent presence of livestock and horses.

Five domestic piglets (Sus scrofa LINNAEUS, 1758) were sacrified each
year for the research. Pigs are considered the best non-human model
because of their similarities regarding body size, skin, organs and tissue
structure, or diet (13, 14, 15). Carcasses laid over a metallic net on the
forest ground, with a minimum distance of 10 meters between them, and
covered with a jail to prevent the action of scavengers. For more detalils,
previous works can be consulted (12, 16, 17).

Flying adults were daily collected with handheld insect net upon decom-
posing carcasses, helped with forceps or paintbrushes to collect specimens
directly from carcasses or surrounding area. Samples were preserved in
ethanol 70% and properly labeled, keeping them in the reference collec-
tion of the Forensic Entomology Laboratory, University of the Basque Uni-
versity (UPV/EHU, Biscay, Spain).

IDENTIFICATION

Due to the vast increase in number of known forms of animals and to
the continuous renovation of the classification, mechanisms of modern
taxonomy have become so complex as to beginners discourage (18).
Moreover, arthropods constitute the most important group in terms of
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number and diversity of the Animal Kingdom. For all these reasons, multi-
disciplinary teams are needed for an accurate identification of all the spe-
cies involved in the carcass reduction. That for, the first step in the identi-
fication process is to divide the collected arthropods in groups (taxa),
following experts’ instructions or the last review published by the Spanish
Association of Entomology (19).

More specific keys were used for genus and species level, confirming the
findings with experts on each group. Some taxa were entirely sent to the
specialist, depending on the difficulty of each group.

For the most abundant and better studied groups, the following taxono-
mic keys were used:

— COLEOPTERA: BAHILLO DE LA PUEBLA (unpublished data); CHARRIER,
2002 (20); MARTIN PIERA & LoPEZ CoLON, 2000 (21); PRIETO PILO-
NA & PEREZ VALCARCEL, 2002 (22); YELAMOS, 2002 (23).

— DrpTERA (adults and maggots): MANUEL CASTILLO (unpublished data);
SzpiLA & Grzywacz (unpublished data); GoONZALEZ MORaA, 1989
(24); PerIs & GONZALEZ MoRraA, 1991 (25); RogNEs (1980, 1991,
1998) (26, 27, 28); ROZKOSNY et al., 1997 (29).

For more complex taxa, the following specialists aid in the identification
process:

— COLEOPTERA

® (arabidae: Jesus Lencina

¢ Histeridae: Tomas Yélamos

® Leiodidae: Javier Fresneda

¢ Nitidulidae: Pablo Bahillo

¢ Staphylinidae: Raimundo Outerelo

¢ Trogidae: Pablo Bahillo, Jesis Romero Samper

— DipTERA
e Agromyzidae: Milos Cerny
¢ Chironomidae: Oscar Soriano
¢ Chloropidae: Emilia P. Nartshuk
¢ Ephydridae: Tadeusz Zatwarnicki
¢ Fanniidae: Andrzej Grzywacz
® Muscidae: Krzysztof Szpila, Andrzej Grzywacz
® Phoridae: Henry Disney
® Psychodidae: Rudiger Wagner
e Sarcophagidae: Dolores Gonzalez Mora
® Scatopsidae: Jean Paul Haenni
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¢ Sciaridae: Kai Heller
¢ Tachinidae: Hans Peter Tschorsnig

¢ Acartophthalmidae, Carnidae, Heleomyzidae, Milichiidae,
Opomyzidae, Piophilidae, Sepsidae, Sphaeroceridae, Syrphidae,
Tabanidae, Ulidiidae: Miguel Carles Tolra

¢ (Ceratopogonidae, Dolichopodidae, Empididae, Hybotidae:
Daniel Ventura

— HEeMipTERA: Xanti Pagola

— QUELICERATA!:
e Arachnida: Alberto Castro

Opportunistic and accidental species will not be examined in detail,
focusing the analysis and discussion on taxa of forensic interest. Neverthe-
less, it is worth noting that they may also provide useful information when
carrion fauna is considered as a whole (3, 30, 31), so they are also included,
at least at class level.

All these material is kept in ethanol of 70° and can be found in the
arthropod collection of the Forensic Entomology research group of the
University of the Basque University (UPV/EHU, Leioa, Bizkaia, Spain).

Analysis of diversity

It is also of interest to check out the effect of changes in the environ-
ment on the community. That for, it is necessary to have previous informa-
tion about the biologic diversity of the community (species richness or a
diversity) and the rate of change or replacement in species composition
between different communities (f diversity) (32). In the absence of species
information on several taxa, all calculations have been made at family’s
level, with the statistical software PAST (33) (Table 2).

The easiest and commonest way to evaluate the diversity is based on
Margalef index, which estimates the rate at which species are added when
expanding the sample. This index is used for comparison with previous
works. Nevertheless, it is strongly influenced by sampling effort, so Fisher
index was also calculated, as it enables a more objective comparison bet-
ween samples (32, 34).

It is also advisable to quantify the representativeness of the species, to
improve the understanding of the community diversity. Hence, it has been
calculated the Simpson’s index, which is strongly influenced by the impor-
tance of the most dominant species.

On the other hand, decomposition process can be understood as a tem-
poral gradient, and therefore the rate of species replacement through time
of decomposition was evaluated (Fig. 3). With this aim, it has been calcula-
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ted the turnover rate, which gives a percentage of similarity between succes-
sive time periods [¢f. MAGURRAN, 2004 (34)]:

a+b

N, + N,

where a and b are the number of species present only in sample A and B
respectively, and N, and Nyare the total number of species in each sample.

Assisted by the statistical software PAST, the Bray-Curtis dissimilarity
index (1-D) is also reported, as it takes into account not only the presence
or absence of species, but also their abundance (32). Both indexes show
complementarily if the community composition changes through time and,
if so, how it does.

3. RESULTS

A total of 7837 adult specimens were collected during the research,
which ascribed up to 255 known species and remaining 21 taxa/families
unidentified and pendant of a more detailed revision.

CHELICERATA Acarina Opilionida
Araneae Pseudoscorpionida
CRUSTACEA I
Isopoda
Diptera Hymenoptera
Insecta Coleoptera Lepidoptera
Dermaptera Psocoptera
Hemiptera Thysanoptera
HEXAPODA . -
W] (oLl R—
Collembola
b ;
ronra Protura
[ Dplursr | Diplura
hil
_MyRIAPODA
Diplepoda

Figure 1: Main taxa collected during the whole experiment (from left to right:
subphylum, class, order). Notice that the length of lines does not imply a meaning
of evolutive distance between groups.
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Leaving aside the subphylum Myriapoda, there are 16 orders represen-
ted (Fig. 1), being the most important those of the class Insecta (Fig. 2).
Diptera is the predominant order (82%), with 30 families and more than
177 species collected. They are followed by coleopterans (12%), with 13
families and more than 58 species; and Hymenoptera (3%). Relative abun-
dance of the dominant families is shown in Fig. 2.3.
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\ A |
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SCIARIDAE
PHORIDAE 1 OTHERS
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fheren
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Figure 2: Relative abundance of the main groups of arthropods collected, with
detail of Diptera and Coleoptera main families.

Table 1 reports the presence/absence of the different taxa associated to
each stage of decomposition, as well as the total number of specimens
collected during the whole experiment. Information about new records is
also included, detailing the region for which the taxon is first reported.

To analyse the diversity, indexes of common used are shown in Table 2.
Advanced Decay stage is the one with the higher abundance, but it is the
Dry stage where the higher diversity was found, estimated both with Marga-
lef and Fisher indexes. Regarding Simpson index, it is lowest during the
Fresh stage, indicating that probably one or more taxa have a high degree
of dominance.
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Table 1: Presence/Absence of arthropods, with the total number of each taxon
in both 2009 and 2010. New record of species, genera or family are specified with a
superindex (G: Guipuzkoa; BC: Basque Country; S: Spain; SP: Spanish Peninsular
territory; IP: Iberian Peninsula); names in bold report to new species for the Science.

n.c.: not countified.

ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION
F| B [AcD [AdD| D | NUMBER
DIPTERA
ACARTHOPHTHALMIDAE® | Acarthophthalmus® bicolor™ X X 5
AGROMYZIDAE Liriomyza pusilla X 1
ANTHOMYIDAE Unidentified species X X | x 9
CALLIPHORIDAE Bellardia sp. X | x 13
Calliphora vicina X| x| X X | x 23
Calliphora vomitoria X | x X | x 67
Chrysomya albiceps X | x x | x 154
Lucilia ampullacea X | x X | x 27
Lucilia caesar X[ x| x X | x 926
Lucilia illustris X | X X 5
Lucilia sericata X 1
Polenia rudis X
Rhiniinae (un. sp.) X X 5
CARNIDAE®® Meoneura™ neottiophila”™ x| x X 18
Meoneura sp. 1
CECIDOMYIDAE Unidentified species X 7
CERATOPOGONIDAE Culicoides (Avaritia) X 1
scoticus
Culicoides (Culicoides) X 1
impunctatus
Culicoides (Silvaticulicoides) X 1
pallidicornis
Forcipomyia X 1
(Euprojoannisia) titillans
Forcipomyia (Forcipomyia) X 1
ciliata
CHIRONOMIDAE SubFam Orthocladiinae X 2
CHLOROPIDAE Oscinella frit X 1
Siphunculina aenaea® X 1
Siphunculina X 5
quinquangula’
Tricimba cincta X 2
DOLICHOPODIDAE Chrysotus gramineus 1
EPHYDRIDAE Hydprellia sp. X 1
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ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION
F| B |AcD |AdD | D | NUMBER
FANNIIDAE Fannia canicularis X | x X 17
Fannia fuscula X | x X 17
Fannia manicata X | x| x X 43
Fannia scalaris X 3
Fannia sp. X[ x| x x | x 352
HELEOMYZIDAE Suillia affinis X 2
Suillia variegata X 1
HYBOTIDAE Crossopalpus sp. n. X 1
(nr. nigritellus y aeneus)
Crossopalpus humilis™ X 13
Drapetis sp. n. X 2
(group exilis)
MILICHIIDAE Leptometopa® latipes™ 1
MUSCIDAE Azelia sp. x| x| x x | x 84
Dasyphora albofasciata X X 2
Fudasyphora sp. X x | x 9
Graphomya sp. x | x 9
Gymnodia sp. X | x X 6
Hebecnema sp. X | x 3
Hydrotaea aenescens X X 28
Hydrotaea armipes X x | x 15
Hydvrotaea capensis X X 3
Hydrotaea dentipes X X X 64
Hydrotaea ignava X | x X 53
Hydrotaea pilipes X x | x 22
Hydrotaea similis X | x| X X 157
Hydrotaea sp. X x | x 12
Morellia sp. X X 2
Musca autumnalis X[ x| x x | x 58
Musca domestica X 4
Muscina levida X 14
Muscina pascuorum X 4
Muscina prolapsa X X 8
Mydaea sp. X X 5
Myospila sp. X 1
Phaonia sp. X X X 10
Stomoxys calcitrans X X | x 5
Other Muscidae species X X 5
OPOMYZIDAE Geomyza tripunctata X 1
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ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION
F| B |AcD |AdD | D | NUMBER
PHORIDAE Conicera floricola X 2
Conicera tibialis X 2
Diplonevra florescens X 3
Megaselia albicaudata 1
Megaselia brevicostalis X X X 71
Megaselia citrinella® 1
Megaselia elongata X 1
Megaselia giraudii X 1
Megaselia meconicera® X 1
Megaselia tama’® X 4
Megaselia tarsalis X X 4
Megaselia verna X 1
Megaselia sp near angusta X 5
Megaselia sp A X 3
Megaselia sp B X 1
Megaselia sp C X 1
Metopina perpusilla X | x 2
Pseudacteon formicarum’® X | x 5
Pseudacteon lundbecki X 2
PIOPHILIDAE Liopiophila varipes X | x X 441
Parapiophila™ vulgaris® x | x 48
Piophila™ casei™ X 1
Piophila megastigmata”™ x | x 13
Prochyliza™ nigrimana™ x | x 6
Protopiophila latipes X X | x 118
Stearibia® nigriceps® X x | x | x| 1447
PSYCHODIDAE Psychoda albipennis X 4
Psychoda minuta X 1
Psychoda cf. surcoufi X 3
Psychoda sp. X 1
Tinearia alternata X 1
SARCOPHAGIDAE Ravinia pernix x | x 5
Sarcophaga (Bellieriomima) X 2
subulata
Sarcophaga (Helicophagella) X 1
noverca
Sarcophaga (Parasarc.) X | x 2
aratrix
Sarcophaga (Sarc.) X | x 3
pyrenaica
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STAGE OF DECOMPOSITION

ORDER / FAMILY SPECIES 5 [ach |adD | D | NUMBER
SARCOPHAGIDAE Sarcophaga albiceps X X | x 16
Sarcophaga incisilobata X 1
Sarcophaga sp. X X | x 20
SCATOPSIDAE Coboldia fuscipes X 3
Thripomorpha cf. coxendix X 1
SCIARIDAE Bradysia angustipennis X 1
Bradysia hilaris-Gr. X 1
Bradysia subrufescens X 1
Bradysia sp. X 1
Cratyna sp. X 1
Hyperlasion wasmanni X | x 9
Lycoriella cellaris X 2
Phytosciara sp. X 1
Phytosciara (Dolichosciara) X 1
Jlavipes
Pnyxia scabiei X 1
Scatopsciara atomaria X 2
Scatopsciara multispina X X | x 86
Other Sciaridae species X 1
SEPSIDAE Meroplius™ fukuharai” x | x [ x 16
Meroplius minutus™ x| x | x | X 295
Nemopoda nitidula X X | x 45
Nemopoda speiseri™ x | x [ x 6
Sepsis fulgens X [ x [ x 27
Sepsis luteipes™ x | x [ x 17
Sepsis punctum X X | X 28
Other Sepsidae species X | x 5
SIMULIDAE Unidentified species X 7
SPHAEROCERIDAE Alloborborus™ pallifrons” X 1
Bifronsina bifrons X 3
Borborillus® vitripennis® X 3
Chaetopodella scutellaris X | x X | x 347
Coproica ferruginata X | x 7
Coproica hirticula®™ x| x | x | x 260
Coproica lugubris™ X | x 16
Coproica pusio X | X x | x 41
Coproica rohaceki x | x 18
Coproica vagans® X X | x 35
Elachisoma™ aterrimum® X | x 15
Elachisoma bajzae”™ x | x [ x 10
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STAGE OF DECOMPOSITION
ORDER / FAMILY SPECIES F 1B A |adD | D | NUMBER
SPHAEROCERIDAE Elachisoma pilosum™ X 1
Gonioneura”™ spinipennis™ x | x [ x 7
Ischiolepta denticulata” X X 2
Ischiolepta vaporariorum™ X 2
Leptocera caenosa X | x X | x 43
Minilimosina® alloneura™ X X 5
Minilimosina fungicola™ X 5
Minilimosina parvula™ X X 22
Norrbomia costalis 1
Opalimosina™® calcarifera™ X | x 22
Opalimosina collini™ X 2
Opalimosina czernyi® X 1
Opalimosina liliputana®™ x | x [ x 76
Opalimosina mirabilis™ X | X 9
Opalimosina simplex™ x | x [ x 24
Paralimosina fucata X | x X | x 16
Phthitia empirica”™ X 3
Spelobia baezi* x | x [ x 19
Spelobia cambrica™ X | x 7
Spelobia clunipes X | x 37
Spelobia luteilabris X X | x 69
Spelobia nana”™ X | x 4
Spelobia palmata 2
Sphaerocera curvipes X | x 5
Telomerina flavipes X 12
Telomerina levifrons™ X 39
Terrilimosina schmitzi X 2
Trachyopella™ kuntzei” x | x 11
Trachyopella lineafrons™ x| x | x 38
Other Sphaeroceridae X 1
species
SYRPHIDAE Lpisyrphus balleatus X [ x [ x 10
Eristalis similis 1
Meliscaeva cinctella 1
Syritta pipiens X 1
TABANIDAE Dasyrhamphis atra 1
Tabanus bromius 1
TACHINIDAE Peribaea tibialis 1
Voria rurales 1
Winthemia cf. 7
quadripustulata

218

CFOR, 12/2015




Arthropods of forensic interest associated to pig carcasses in Aiako Harria Natural Park...

ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION
F| B |AcD |AdD | D | NUMBER
ULIDIIDAE Euxesta pechumani X 2
COLEOPTERA
APHODIDAE Unidentified species X 1
CARABIDAE Steropus (Steropus) madidus | x X 3
CLERIDAE Necrobia ruficollis 1
Necrobia rufipes X X 10
Necrobia violacea X 15
CURCULIONIDAE Unidentified species X | x X 6
DERMESTIDAE Dermestes frischii X | x 6
Dermestes mustelinus X | x 3
Dermestes undulatus X | x 10
GEOTRUPIDAE Anoplotrupes stercorosus X | x| x X | x 124
Sericotrupes niger X 1
Thyphaeus thypoeus X 1
Trypocopris pyrenaeus x[x| x| x |x 142
HISTERIDAE Carcinops pumilio X | x 7
Hister unicolor X | x 3
Margarinotus (Ptomister) X | X x | x 24
brunneus
Saprinus (Saprinus) X 3
planiusculus
Saprinus (Saprinus) X | x| x X 6
semistriatus
Saprinus (Saprinus) X | X X 15
subnitescens
Unidentified species X | x| x X 55
LEIODIDAE Sciodrepoides fumatus 18
Sciodrepoides watsoni 1
NITIDULIDAE Nitidulidae sp. X 8
Omosila colon X 12
Omosita depressa X | x 14
Omosita discoidea X 2
OEDEMERIDAE Unidentified species X 1
SILPHIDAE Necrodes littoralis X | x| x X 141
Nicrophorus humator X 1
Nicrophorus vespilloides x| x| X 24
Qeceoptoma thoracica X 1
Tanatophilus rugosus X 1
Tanatophilus sinuatus X 2
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ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION
F| B |AcD |AdD | D | NUMBER
STAPHYLINIDAE Acrotona pygmaea X | x 10
Acrulia inflata X 1
Aleochara (s.str.) curtula X | x X | x 22
Aleochara (s.str.) stichai X 1
Anotylus complanatus X x | x 8
Anotylus sculpturatus X 1
Atheta (Microdota) amicula | x X 3
Atheta (Microdota) indubia X 1
Atheta (Microdota) X | x 7
mortuorum
Atheta (s.str.) aquatica X 6
Atheta (s.str.) fungicola X | x 3
Autalia impressa X 2
Autalia puncticollis X 1
Bisnius fimetarius X 38
Creophilus maxillosus X | X X 46
Dimetrota nigripes X 5
Drusilla canaliculata X X 2
Gabrius exiguus X 1
Gyrohypnus (s.str.) X | x 3
Jracticornis
Megarthrus denticollis X 1
Myrmecopora (Iliusa) fugax X 1
Ontholestes tesellatus X 2
Oxytelus (Epomotylus) X| x| X X 9
sculptus
Philonthus cochleatus X[ x| x X 12
Philonthus coprophilus X 1
Philonthus nitidus X 1
Philonthus politus X X | x 11
Philonthus succicola X | x X | x 12
Philonthus varians X | x 4
Platysthetus arenarius X X | x 27
Proteinus brachypterus X 3
Rugilus (s.str.) orbiculatus X 1
Tachinus flabolimbatus X 2
Other Staphylinidae X 9
species
TROGIDAE Trox scaber™ X 3
OTHER families Unidentified species X | x| x X 133
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ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION
F | B |AcD [AdD | D | NUMBER
HYMENOPTERA
HYMENOPTERA Unidentified species X[ x| x X | x 100
FORMICIDAE X| x| X X | x 136
LEPIDOPTERA X 1
EXOPTERYGOTA
PSOCOPTERA X 6
THYSANOPTERA 2
HEMIPTERA
CICADELLIDAE Unidentified species X X X 4
CIXIIDAE Unidentified species X 1
DELPHACIDAE Unidentified species X X X | x 6
ISSIDAE Issus coleoptratus X 3
ANTHOCORIDAE Xylocoris (Proxylocoris) X 5
galactinus
CERATOCOMBIDAE® | Ceratocombus™ X | x 4
(Ceratocombus) coleoptratus™
COREIDAE Coreus marginatus X | x 3
marginatus
LYGAEIDAE Scolopostethus affinis X 1
PENTATOMIDAE Piezodorus lituratus X
APHIDIDAE Unidentified species X | x 3
OTHER TAXA
DERMAPTERA X X 3
COLLEMBOLA X X | x 67
PROTURA X X 6
DIPLURA X 1
MYRIAPODA DIPLOPODA X 1
CHILOPODA X 20
ISOPODA X 23
CHELICERATA
ACARI X[ x| x X | x n.c
ARACHNIDA
LINYPHIIDAE Diplocephalus latifrons X 3
Erigone dentipalpis X 1
Tiso vagans X 2
Centromerita concinna X 1
Centromerus sylvaticus X 4
Diplostyla concolor X 3
Tenuiphantes sp. X 2
Tenuiphantes flavipes X 6
Tenuiphantes tenuis X 1
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ORDER / FAMILY SPECIES STAGE OF DECOMPOSITION

F | B |AcD |AdD | D | NUMBER
LYCOSIDAE Pardosa sp. X | x 4
Pardosa lugubris X 1
Trochosa terricola X X 5
SALTICIDAE Heliophanus sp. X 1
THERIDIIDAE Episinus truncatus X 1
OPILIONIDA X 10
PSEUDOSCORPIONIDA X 4

Table 2: Diversity indexes associated to the decomposition stages calculated with the
statistical software PAST (HAMMER, 2001).

STAGE OF DECOMPOSITION

FRESH BLOATED ACTIVE DEC. | ADVANCED DEC. DRY
Number of Individuals | 755 412 1120 3250 2300
Number of Taxa 24 20 30 37 47
Margalef index 3,471 3,156 4,13 4,452 5,943
Fisher index (alpha) 4,724 4,394 5,67 5,853 8,362
Simpson index (1-D) 0,6145 0,8153 0,8633 0,7645 0,9035

Dissimilarity was highest during the first and last moments of decompo-
sition (Fig. 3A), remaining lower between those moments. On the other
hand, species replacement expressed by turnover rate indicated a very low
change on species identity during the first stages (Fig. 3B), so the most
important changes were in the abundance of the species present. These
findings agree with results summarised on Table 2. Fresh stage was charac-
terised by dominant species which become less important in number with
the arrival of new species during the ongoing of bloated stage, resulting in
that peak of dissimilarity. After this first moment, species replacement kept

constant.
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Figure 3: A) Bray-Curtis dissimilarity index graphical representation from data
calculated with the statistical software PAST (HAMMER, 2001);
B) Turnover [t=(a+b)/(NA + NB)].

4. DISCUSSION

Arthropods, scavengers and microbes compete for cadaveric resources on
a dynamic process of colonization, development and succession patterns (35).
Natural inhabitants of the soil disappear (36, 37), and this new ephemeral
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ecosystem provided by the dead corpse becomes dominated by cadaveric fau-
na, from which the most important is the class Insecta (more than 97% of the
total). This result is much greater than the 70-86% proposed by other authors
(38, 39, 40). It is also important to remark that, although mites are already
under revision and not included in the report, they can provide forensically
important information (41, 42) and will be studied in detail in future research.

From the class Insecta, the most abundant families belong to the orders
Diptera and Coleoptera, both making up to 94% of the total necrophagous
fauna found on carcasses. Most of the reliable forensic indicators are found
among the families of these orders (39).

There is also an important amount of new records (see Table 2) that
denotes the low level of knowledge of the carrion fauna in our region. As a
brief summary, the following new records are pointed out for Diptera:

a) 2 new species for Science: Crossopalpus sp. n. (nr. nigritellus and
aeneus) and Drapetis sp. n. (group exilis) (Diptera: Hybotidae).

b) 1 genus and 8 species new for the Iberian Peninsula.

¢) 7 new species for Spain.

d) 1 new species for the peninsular Spain.

e) 1 family, 11 genus and 28 species new for the Basque Country.

f) 1 family, 4 genus and 3 species new for Guipuzkoa.

For Coleoptera, a new record has recently been reported for the species
Trox scaber (Coleoptera: Trogidae) in the Iberian Peninsula (43).

Such an important amount of new findings gives us an idea about the
necessity of increasing the effort dedicated to faunistic studies in some
regions (16).

Carrion fauna has been found to be very diverse and quite variable.
Each stage of decomposition is characterized by a particular group of orga-
nisms, each of which occupy a particular niche (39). However, in summer
the process occurs fast as the warm temperature and high humidity favour
bacterial growing and larval development (30, 38). This leads the dry stage
to be the longest one, and therefore, the general trend is for specimens to
be captured then (8), so a gradual change in biological diversity (a diver-
sity) is observed.

Fresh and bloated stages are characterized by groups of arthropods that
depend predominantly on the carrion as their direct source of food.
Blowflies may arrive within seconds to the corpse, and maggots take top
billing in the carcass reduction (13, 39). These results on the lowest values
of Margalef index obtained through the whole process, with a slightly
degree of dominance (according to Simpson index values) by the forming
maggot mass and fly adults.
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Very few of these species remain until dry stage (39). Hence, in this
stage the dominance becomes less influent and the diversity rise up. In fact,
the greatest value on Margalef index occurs on the last stage, concurring
with the highest value of Simpson index.

Decomposition stages were also analyzed not as independent units, but as
a continuous process of changes on the community composition (p diversity,
Fig. 3), and similar conclusions were obtained. Changes from fresh to bloa-
ted stage occurred with minimal variations regarding the identity of the
families collected, but with major changes in the abundance on each family
(there are changes in dominance, which is higher in fresh comparing to
bloated stage). By contrast, family replacement is higher in latter stages,
although the abundance of each one does not vary significantly (and so the
dominance, which is much lower).

Several studies have been performed including diversity indexes (8, 43,
44). Most of them also concluded that diversity tended to be higher in late
stages of decomposition, but they have not been compared as the sampling
methodology, indexes and/or the manner of applying them are not equal.
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NORMAS DE PUBLICACION

1. La revista Ciencia Forense considera para su publicaciéon aquellos traba-
jos relacionados con la Medicina Forense en sus distintas dreas (Derecho
Médico y Deontologia, Tanatologia, Patologia Forense, Sexologia Forense,
Medicina Legal en la Infancia, Psiquiatria Forense, Genética Forense, Odon-
tologia Forense, Medicina Legal Laboral y Toxicologia Forense).

2. La revista se dividira en las siguientes secciones:

— REvIsIONES. Articulos en los que se realice una puesta al dia sobre
temas de actualidad o de gran interés para la comunidad forense.
Seran trabajos encargados por el Comité de Redaccion. Los autores
que espontaneamente deseen colaborar en esta seccion pueden
solicitarlo al director de la revista.

— ORIGINALES. Trabajos de investigacion sobre cualquier tema de
interés médico-legal.

— ORIGINALES BREVES. Trabajos de investigacion o bien exposicién de
casos, que por sus caracteristicas puedan ser publicados de forma
abreviada. Deberan tener una extension maxima de hasta 8 paginas
DIN A4, incluidas las tablas, figuras y referencias bibliograficas.

— OPINION Y CUESTIONES A DEBATE. La revista brinda una oportuni-
dad en esta seccion al intercambio y a la discusion de ideas y opi-
niones sobre cuestiones polémicas o que necesiten de una reflexion
profunda. Cualquier autor que espontaneamente desee colaborar
en esta seccion puede solicitarlo al director de la revista. La estruc-
tura del trabajo no ha de seguir el esquema que se exige en el caso
de un articulo original de investigacion.

— Otras secciones (NoOTICIAS, CALENDARIO DE ACTIVIDADES, NOVEDA-
DES EDITORIALES, etc.).

3. Los trabajos que se envien para su publicacién en la revista, habran
de ser inéditos y no estar pendientes de publicacion en otra revista.

4. Se remitiran mecanografiados a doble espacio, por una sola cara, en
papel DIN A4, con 30 a 35 lineas de entre 60 y 70 espacios en cada pagina.

5. Se presentaran por triplicado, incluyendo tres copias de la iconogra-
fia y una copia en disquete indicando el nombre del primer autor, inicio
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Normas de publicacion

del titulo y programa utilizado. Seran precedidos de una hoja en la que se
haga constar: titulo del trabajo, nombre del autor (o autores), direccion,
namero de teléfono y de fax; asi como direcciéon de correo electrénico, si
procede, situacion académica o profesional y nombre de la institucion
académica a la que pertenece. Se acompanara de una carta de presenta-
cién en la que se solicita el examen de los mismos y la seccién de la revis-
ta donde desearia que se publicase; en ella debe exponerse claramente
que el trabajo no ha sido publicado previamente, que todos los autores
estan de acuerdo en su contenido y que ceden los derechos de publicaciéon
a la revista Ciencia Forense, de la Institucion «Fernando el Catolico».

TeEXTO

Se recomienda la redaccion de texto en estilo impersonal. Se estructu-
rara el trabajo en los siguientes apartados: Resumen, Introduccién, Mate-
rial y Método, Resultados, Discusion y Bibliografia.

RESUMEN

Debe adjuntarse en espanol y en inglés. La extensién del resumen no ha
de superar las 250 palabras, ni ser inferior a 150. El contenido del resumen
estructurado para los originales se divide en cuatro apartados. Introduccion,
Material y Métodos, Resultados, y Conclusiones. En cada uno de ellos se ha de
escribir, respectivamente, el problema motivo de investigacion, la manera de
llevar a cabo la misma, los resultados mas destacados y las conclusiones que se
derivan de estos resultados. Al final del resumen deben figurar hasta 6 pala-
bras clave de acuerdo con Medical Subject Headings de Index Medicus.

INTRODUCCION

Sera breve y debe proporcionar sélo la explicacion necesaria para que
el lector pueda comprender el texto que sigue a continuaciéon. No debe
contener tablas ni figuras. Debe incluir un ultimo parrafo en el que se
expongan de forma clara el o los objetivos del trabajo.

MATERIAL Y METODOS

En este apartado se indica el tiempo que ha durado, las caracteristicas
de la serie estudiada, el criterio de seleccion, las técnicas utilizadas, pro-
porcionando detalles suficientes para que el estudio pudiera repetirse
sobre la base de esta informacion. Se han de escribir con detalle los méto-
dos estadisticos.
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RESULTADOS

Relatan, no interpretan, las observaciones efectuadas con el método
empleado. Estos datos se complementan con tablas y figuras, consideran-
do que no ha de repetirse en el texto la misma informacién.

DiscusiON

Los autores tienen que exponer sus propias opiniones sore el tema.
Destacan el significado y aplicaciéon practica de los resultados; las consi-
deraciones sobre una posible inconsistencia de la metodologia vy las razo-
nes por la cuales pueden ser validos los resultados, la relacion con publi-
caciones similares y comparacién entre areas de acuerdo y desacuerdo y
las indicaciones y directrices para futuras investigaciones. Por otra parte
debe evitarse que la discusion se convierta en una revision del temay se
repitan los conceptos que han aparecido en la introduccién. Tampoco
deben repetirse los resultados del trabajo.

AGRADECIMIENTOS

Cuando se considere necesario se citaran personas, centros o entida-
des que hayan colaborado o apoyado la realizacién del trabajo. Si existen
implicaciones comerciales, también deben figurar.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Se presentardn segin orden de aparicién en el texto con la correspon-
diente numeracion correlativa. En el articulo constara siempre la nume-
racion de la cita entre paréntesis, vaya o no vaya acompanado del nombre
de los autores; cuando se mencionen éstos en el texto, si se trata de un
trabajo realizado por dos, se mencionaran ambos y si se trata de varios se
citara el primero seguido por la expresion et al.

En lo posible se evitardn las frases imprecisas como citas bibliograficas.
No pueden emplearse como tales «observaciones no publicadas» ni
«comunicacién personal», aunque si se pueden incluir asi en el texto.

Las referencias bibliograficas deben comprobarse por comparaciéon
con los documentos originales, indicando siempre las paginas inicial y
final. A continuacién se dan unos ejemplos de formatos de citas:

Articulos de revista:

— CapLAN RM. A fresh look at some lab ideas in counting medical
education. Mobius 1983, 3 (1): 55-61.
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Libros:

— CampBELL DT, StaNLEY JC. Experimental and quasi experimen-
tal designs for research. Chicago: Rand McNally and Company,
1963.

6. Las fotografias se seleccionaran cuidadosamente, procurando que
sean de buena calidad y omitiendo las que no contribuyan a una mejor
comprension del texto. Se aceptardn diapositivas o fotografias en blanco y
negro, en casos especiales y previo acuerdo con los autores, se aceptardn
diapositivas en color. El tamano sera 9x12 cm. Es muy importante que las
copias fotogrdficas sean de calidad inmejorable. Las fotografias irdin nume-
radas al dorso mediante una etiqueta adhesiva, indicando ademas el nom-
bre del primer autor; con una flecha se senalara la parte superior; debe
procurarse no escribir en el dorso ya que se producen surcos en la fotogra-
fia. Las ilustraciones se presentaran por separado, dentro de un sobre; los
pies de las mismas deben ir mecanografiados en hoja aparte. Siempre que
se considere necesario se utilizaran recursos graficos para destacar la parte
esencial.

7. Las graficas (hasta un maximo de seis) se obtendran a partir del
ordenador con impresion de alta calidad. Se tendra en cuenta las mismas
normas del apartado anterior. Las fotografias y graficas iran numeradas de
manera correlativa y conjunta como figuras.

8. Las tablas se presentaran en hojas aparte que incluiran: la numera-
cion de la tabla con caracteres arabigos, enunciado correspondiente; una
tabla por hoja. Se procurara que sean claras y sin rectificaciones, las siglas
y abreviaturas se acompanaran siempre de una nota explicativa al pie. Si
una tabla ocupa mads de un folio se repetiran los encabezamientos en la
hoja siguiente. La revista admitira tablas que ocupen como maximo una
pagina impresa de la misma. Cuando se haya efectuado un estudio estadis-
tico se indicard al pie de la tabla las técnicas empleadas y el nivel de signi-
ficacion, si no se hubiera incluido en el texto de la tabla.

9. El Comité de Redaccion acusara recibo de los trabajos enviados a la
revista e informard acerca de su aceptacion. Siempre que el Comité sugie-
ra modificaciones, los autores deberan remitir, junto con la nueva version
del articulo y tres copias, una carta que se expongan de forma detallada las
modificaciones efectuadas, tanto las sugeridas por el propio Comité como
las que figuran en los informes de los expertos consultados.
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