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LINEAS DE INVESTIGACION PRINCIPALES

Conocimiento de la fauna artropodiana y su secuenciacion

Diferentes habitats y lugares geograficos
Estudios estacionales

2l Desarrollo de ciclos vitales de Dipteros

Diferentes condiciones de humedad y temperatura
Detectar sustancias en tejidos en descomposicion
Entomotoxicologia

| Tipificacion de ADN en relacion con la Entomologia Forense

|dentificar especies
Evidencia asociativa
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modelo animal

Imposibilidad de utilizar cadaveres humanos (excepcion
granjas de cuerpos)

Tipos de cebos utilizados: aves, ratones, cerdos, perros,
elefantes, impalas, gatos, reptiles....
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modelo animal
Cerdo:
VENTAJAS
*Posibilidad de obtener ejemplares de tamano
uniforme
*Facilidad de manejo y accesibilidad
*Coste
Patron de descomposicion similar al humano
*Talla recomendada 23 kg
INCONVENIENTES
Paniculo adiposo
*Tipo de piel
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modelo animal
Estado:

*Fresco o congelado
eIntacto o con heridas
Modo de sacrificio

*Con piel y plumas/pelo o no
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion

. . . Cuerpos expuestos

Metodos clasicos de recoleccion de artropodos:

Manga entomologica
_*Pincel
*Pinzas

Fuente: Catts & Haskell (1990)

Proteccion contra
vertebrados carroneros




Tema 4. Métodos de recoleccion y procesado. Metotologia de estudios experimentales

/%5 | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion
TIPOS DE TRAMPAS | |

Cuerpos expuestos

. Trampa de suelo
Cov_ering stone |

'
7 | _ Gauze '
10 """ 1)
Rl — AL

Fuente: Smith (1986)

; a |
K Fuente: Smith (1986) -

Trampa de suelo

Trampa de caida
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA
Modos de recoleccion
TIPOS DE TRAMPAS |

Cuerpos expuestos

TGauze

Fuente: Smith (1986)

Trampa NUORTEVA
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| METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion - t
. ! ; uerpos expuestos
TIPOS DE TRAMPAS
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA
Modos de recoleccion
TIPOS DE TRAMPAS |

Cuerpos expuestos

~ Trampa SCHOENLY (1981)
¢ Demographic Bait Trap
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA
Modos de recolecmon
TIPOS DE TRAI\/IPAS

Cuerpos expuestos

= \ Trampa SCHOENLY et
IR al. (1991)
E]

e |®
[
)

] ! ) ; : : !
" 1
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[_ il emigrant collect ing
synthetic screen

FIG. 2— Overhead view of trap shown without hinged roof.
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TIPOS DE TRAI\/IPAS

—
VN,
s
.
L

‘, O |©@
< /il |o

/%5 | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recolecmon

Cuerpos expuestos

Trampa SCHOENLY et al. (1991)

Y
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] i~screen boHIo
{uanels” .
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jor -
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Fuente: Schoenly et al. (1991)
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion

Cuerpos expuestos

Trampa
- SCHOENLY
et al. (1991)
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion

. . . Cuerpos expuestos

Trampa SCHOENLY et al. (1991)
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion

Cuerpos enterrados

Métodos clasicos de recoleccion de artropodos:
Manga entomologica
*Pincel
*Pinzas
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion

Metodos clasicos de recoleccion de artropodos acuaticos:
~ *Salabres
*Pincel
*Pinzas
eRedes
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%%\ | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

D | Modos de recoleccion

En los botes de captura de trampas:

SOLUCION DE MORRIL (1975)
600 ml agua
400 ml etilenglicol
5 ml formaldehido
~+1-2 ml detergente
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%8\ | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE SUCESION SARCOSAPROF AGA

Modos de recoleccion

Ejemplares acuaticos- traslado:

d -
—~————

" ADULT
. v —T— HOLDING
— . CHAMBER
A r—-1—‘\.n~u\4\=_\_

C HAMBER
CONNECTOR

REARING
CHAMBER

REARING CHAMBERS FOR
AQUATIC INSECTS

Fuente: Catts & Haskell (1990)
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%\ | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

De gran interés forense

Utilidad practica a la hora de determinar los IPM

IPM en etapas tempranas
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

_ Especies T2 (°C) Huevo il LIl LIl | Pupacion N e ate
1215 64.8 55w 60.0 434.4 71766
Greenberg & Kunich, 2002
26 26.0 24.0 48.0 420.0 348.0 | Kamal, 1958
1518 41.4 41.6 45.0 166.0 4255
. Anderson, 2000
267 24.0 24.0 20¥ 176.0 288.0 | Kamal, 1958
17.0 28.0 39.0 54.0 279.0 442.0
Lucilia sericata Grassberger & Reiter, 2001
20.0 22,8 24.0 35.0 161.0 209.0
21.8 19.3 28:7 45.0 136.0 229.0 | Anderson, 2000
- Lucilia illustris : : : :
50 703 75.0 135.0 B30 458.0
20.0 7 1 30.0 55.0 274.0 244.0 | Byrd & Allen, 2001
Phormia regina _ ‘
25.0 18.9 25.0 44.0 AT, 209.0
Protophormia 12.5 91.2 290.4 240.0 832.8 £22.4 Greenberg & Kunich, 2002

terraenovae

Duracién media (en horas) del ciclo biologico de algunas especies de importancia forense. Adaptado y ampliado de GENNARD (2007).
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%8\ | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

time from hatching (hours)
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Fuente: GRASSBERGER & REITER (2001).
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

Conocer los requerimientos nutricionales y ambientales para el desarrollo optlmo de los
Dipteros sarcosaprofagos de interés en el tanatocronodiagndstico.

Lograr colonias estables, en el laboratorio, de las especies de dipteros sarcosapréfagos
mas importantes.

| Conocer las etapas de desarrollo de Ias especies crladas en el laboratorio.

& Describir, en los casos de que no se conozcan, los diferentes estadios prelmaglnales de las

¥ especies.

A A8 \ | Estudiar biométricamente los diferentes estadios larvarios y determinar los tiempos
g '| empleados en cada etapa del desarrollo bajo diferentes supuestos.

| Elaborar tablas y graficos de longitud en funcion del tiempo (horas y dias) para la
aplicacion del estudio al cronotanatodiagndstico en la practica forense.
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

Obtencion de ejemplares

Exposicion cebo (huevos) . 7/ P
Trampa WOT (adultos) %__7
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£\ | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

Mantenimiento en el laboratorio

Jaula adultos
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

¥ SEropei—

5 3 23 s

Mantenimiento en el laboratorio

e

Jaula dUItos
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54 | METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

Mantenimiento en el laboratorio

Tipos de dieta y sustrato de
puesta: en funcion de la
especie a criar

'.""’"'I 'R
\\ 3
I

AT |

Jaula a'dultos |
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34 .‘ METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

Mantenimiento en el laboratorio

= =

; ..' -

A
Jaula adultos y larvas
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

Mantenimiento en el laboratorio

& AL (D

Prets R sy /s® /o.,"
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Laboratorio T —
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i METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

ESTABILIZACION DE
COLONIAS EN EL
LABORATORIO

A diferentes temperaturas

Con diferentes
~ sustancias,
estupefacientes,
toxicos...
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

ENTOMOTOXICOLOGIA

Deteccion de
diferentes sustancias
~en las larvas

Cambios en el ciclo
vital de los dipteros

Benzodiazepines
Nordiazepam
Oxazepam
Lorazepam
Bromazepam
Alprazolam
Triazolam

Barbiturates
Phenobarbital
Amobarbital

Antidepressants
Amitriptyline
Clomipramine
Dothiepin
Fluoxetine
Venlafaxine

Phenothiazine
Chlorpromazine
Cyamemazine
Levomepromazine
Alimemazine

Opiates/Opioids
Morphine
Codeine
Pholcodine
Propoxyphene

Miscellaneous
THC-COOH
11-Hydroxy-THC
Meprobamate
Digoxin
Nefopam

—_— o = )

228, 776, 125, 21
44, 153, 200

155

810

27

204

761, 2,250, 500
1,540

133
28
280
16
59

551, 16
103, 489
45

22

137, 182, 90
22,59, 12
13

867

16, 39
1
4,439,718
21

880

Fuente: Tracqui et al. (2004)
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES
' ENTOMOTOXICOLOGIA

Factores a considerar:

Modo de difusion sustancia

Mezclado

Inyectada Tl T _
Tiempo de exposicion para ovoposicion/larviposicion
Numero de ejemplares extraidos
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; METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES
| ENTOMOTOXICOLOGIA

! . z
0 100 200
TIME (hrs) )

Parasarcophaga ruficornis ;
(Amitriptilina) Fuente: Goff et al. (1993)
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METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES

ENTOMOTOXICOLOGIA
18
1
16
i
E 12 1 E
E 104 z
2 o
- 2
2 === Conlrol
1 —_— 18mg
4 —=— 2mg Ot——Tr——T1T Bl fona ) [P R PRI T I
W - = 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120
t o i 112 ) 2'4 ) 3'6 4'8 i 6]0 : 7l2 8'4 9‘6 108 120
o i Boettcherisca peregrinu
Boettcherisca peregrina (Cocaina) '

(Hero{ﬂa) Fuente:Goff et al. (1991) Fuente: Goff et al. (1989)
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‘ METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE DESARROLLO DE CICLOS VITALES
| ENTOMOTOXICOLOGIA

25

]

]

¢ 20,7
£

E 151
L
-
o

Control
= aad
—e— 375mg ey 1 +=8-—=Control
Daro = —c 0.5MLD
—0—— 1429mg
5 ] --+- 1.0MLD
’ --¢ - 2.0MLD
0 +—— T S e e e . -
s s0 oy 100 150 0 54 108 162 216
; 3 Fuente: Goff et al. (1997) Hours
Parasarcophaga ruficornis :
(Metanfetamina) Parasarcophaga ruficornis
; Fuente: Goff et al. (1992) (3’ 4 metilendioximetanfetami a)
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, | TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

=|dentificacion de estados preimaginales de algunos
Insectos.
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Auto-Scaled Data Time

WM.
A
WMW.
L. seric.
S A A A AN AN M

ay

. | M An ‘\MA R non. del.

—

F
C. eythr.
G
Roth. Siphe.
P ————

120 140 160 180 200 220 240 280 280 300 320 340 360 380 400 420 440 _460min

Fuente: Beneke & Wells, (2001)

RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA)
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Tipo de ADN

=sADN nuclear

- sADN mitocondrial

Genes Citocromooxidasa ly Il (CO l, CO II)'
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Modo de conservacion de los
especimenes

=Secos

- sEtanol

*Congelados
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Métodos

=Extraccion de ADN

*PCR (Polimerase Chain Reaction)
sSecuenciacion de nucledtidos

sAnalisis de los datos
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i TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE
‘ 4

Brazil
0,003 \S Africa 1
0.008 S Africa 2

C. albiceps | o0
Egypt
Texas
Florida
0.003 | Australia
0.008 Fr Polynesia

C. rufifacies

0,003 ' Indonesia

366 bp COII Vietnam

Fuente: Wells & Sperling, (1999)
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Calliphora vicina

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
i | ] | ] | 1 ] 1 ] 1 1
LA 1 LI | 1 LI LU 1 1
IBan I 267 II I | I Accl 1008 I ral 1907  Xbal 2288
EcoRI 101~ Sau3Al 514  Aval 902 Sau3Al 1369 Pstl 2088
Sau3Al 73 | | | Banll 867 | 11 Sau3Al 1627
Sau3Al 158 Haelll 716 | Dral 1214 Sspl 1742
, Sau3Al 556 Kpnl 989 || Sspl 1945
Sau3Al 633 | Sspl 1226 Sspl 1962
Sspl 257 Xhol 902  SspI 1266

Calliphora vomitoria

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
| | ] | 1 1 | 1 | ] | ]

LU T T LB L T LI
lBan o 267 ” I BanIl 867 Sau3Al 1369 | Dral 1907
Sau3Al 73 | Sau3Al 514 Dral 1214  Sau3Al 1627
Sau3Al 556 Sspl 1266 Sspl 1742 ,
Spel 243  Sau3Al 633 Sspl 1945
Sspl 257
Sspl 405

Eucalliphora latifrons

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
1 | 1 ] | | Il | ! | | 1

1 ¥ LI LR T T LI
BanlIl 267 | lll Accl 896 EcoRI 1391 | Dral 1907
Sau3Al 73 Mspl 458 Aval 902 11 Sau3Al 1627
Neol 411 |IlIBan1l 867  SspI 1266 Sspl 1742
Mspl 608 I Dral 1214 Sspl 1945
Pstl 669
Sau3Al 514 Xhol 902
Sau3Al 556
| Sau3AIl 633
Sspl 405
Figure 12.6 Restriction site maps for the 2.3 kb COI+II region of mtDNA for three closely

related blow flies. Sequence data were searched using the computer program GeneJockeyll
(Taylor, 1993) for sites that will be cleaved by a particular restriction enzyme.

Fuente: Beneke & Wells, (2001)
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Table1 Pairwise sequence differences (%) for the analyzed regions of CO I (lower left) and ND 5 (upper right)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
I Sarcophaga carnaria - 4.1 23 119 98 109 11.1 109 101 119 7.8 8.0 262
2 Sarcophaga subvicina 4.7 - 3.9 106 9.8 93 106 10.1 9.1 104 83 7.0 275
3 Sarcophaga variegata 2.7 4.1 - 10.9 93 104 106 11.1 93 111 7.5 7.0 269
4  Parasarcophaga albiceps 8.4 8.1 8.1 — 7.8 93 104 109 104 122 114 8.8 233
5  Bercaea africa 9.5 9.1 8.4 9.8 - 1.5 85 109 8.8 8.8 9.3 7.5 246
6  Liopygia argyrostoma 6.8 6.1 7.1 7.8 7.4 - 7.0 111 9.8 9.8 8.3 7.0 267
7  Liopygia crassipalpis 8.4 8.1 7.8 8.1 6.1 6.1 - 124 106 11.1 9.1 85 262
8  Liosarcophaga teretirostris 84 7.8 8.8 7.8 8.8 8.1 7.8 - 91 132 114 9.8 275
9 Liosarcophaga tibialis 9.1 8.1 8.8 6.4 9.1 7.1 8.8 7.1 - 1.7 11.1 8.0 269
10 Pandelleana protuberans 9.8 8.8 8.8 7.8 10.1 95 9.5 8.8 9.1 - 10.1 8.8 259
11 Thyrsocnema incisilobata 8.4 7.1 7.8 8.8 9.5 7.4 8.8 9.5 84 105 - 6.5 246
12 Helicophagella melanura 9.5 8.4 8.4 8.1 8.8 6.8 74 84 8.1 8.4 7.1 - 25.6
13 Drosophila yakuba 135 142 135 145 122 11.8 125 139 152 152 145 142 -

Fuente: Zehner et al. (2004)
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TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Fig.1 Bootstrap 50% major-
ity rule consensus tree

(1,000 replicates) based on the
analysed CO I (A) and ND 5
(B) regions. D. yakuba was de-
fined as an outgroup

Fuente: Zehner et al.(2004)

A

32

90

. carnaria
. variegata
. subvicina

. argyrostoma

S

S

S

L

L. crassipalpis
L. teretirostris
L. tibialis

P. protuberans
T. incisilobata
H. melanura
B. affica

P. albiceps

D. yakuba

83

85

39

17

S ovnrsntin
S.oviteptn
S.subvicing
L. argyrostoni
L. crassipalpis
L. teretirostris
L. tibialis

P. protuberans
T. incisilobata
H. melanura
B. aftica

P. albiceps

D. yakuba



Tema 4. Métodos de recoleccion y procesado. Metotologia de estudios experimentales

TIPIFICACION DE ADN EN RELACION CON LA ENTOMOLOGIA FORENSE

Los insectos puedén ser una fuente de
ADN del organismo del cual se han
alimentado (vivo o muerto)

Analisis de los contenidos estomacales
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