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Resumen

La entomologia forense se encarga de estudiar la entomofauna cadavérica para
entre otras cosas medir el intervalo post mortem, a través de los ciclos de vida de
las especies encontradas. La entomotoxicologia utiliza de insectos, en diferentes
estadios de crecimiento, como fuente indirecta de evidencia toxicolégica en
ausencia de matrices forenses directas. M. scalaris es una especie de importancia
forense, especialmente en casos de estimacion del intervalo postmortem minimo
(IPMmin) de muertes en interiores. El presente trabajo estudié el efecto del
malatién sobre la tasa de crecimiento y desarrollo de M. scalaris. Se encontraron
las CLso de cada estadio del ciclo de vida al igual que se realizaron 7 curvas de
crecimiento larval de M. scalaris empleando concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3
y 5 ug/mL de malation y un blanco.

Las mediciones de longitud larval (mm) en funcién del tiempo en horas grado
acumulado (HGA) se analizaron mediante una regresion lineal, cuya pendiente
refleja la tasa de crecimiento. A estos valores se les aplico la prueba de
normalidad Shapiro-Wilk (P <0.05), en caso de normalidad, los analisis
estadisticos se realizaron a través de una ANOVA unidireccional, seguido de una
prueba de Tukey, en caso contrario se aplic6 Kruskal-Wallis seguida de Man
Whitney. Los resultados reflejan que existen diferencias significativas en las tasas
de crecimiento con respecto al blanco y que el malation afecta el tiempo del
estadio larval modificandolo de 24 a 72 hrs. Siendo esto un factor importante a
considerar en la estimaciéon del IPMmin empleando esta especie.

Palabras clave: Entomotoxicologia, Megaselia scalaris, Malation, Intervalo
postmortem



1. Introduccién

La entomologia forense médico legal es la ciencia que se encarga de estudiar la
entomofauna cadavérica que esta presente en el proceso de descomposicion de
un cadaver para poder estimar el intervalo post mortem (IPM) (Magafia, 2001).
Este intervalo se puede ver afectado por varios factores, uno de los mas
importantes es cuando el cadaver presenta alguna substancia que pueda acelerar
o retrasar los ciclos de vida de la entomofauna cadavérica (Da Silva, 2017).

La entomotoxicologia es la ciencia que se encarga del uso de insectos
(principalmente moscas y escarabajos) como fuente indirecta de evidencia
toxicologica en ausencia de matrices forenses directas. Las larvas pueden ingerir,
incorporar y bioacumular metabolitos quimicos o xenobioticos del cadaver del que
se alimentaron, en sus propios tejidos, esto permite que con la ayuda de métodos
guimicos analiticos se pueda detectar las substancias presentes en el cadaver y
permite dar un dictamen sobre la causa de muerte, al igual que se puede reducir el
error en el IPM (Pounder, 1991., Da Silva, 2017).

Dentro de las substancias de interés toxicologico forense se encuentran los
organofosforados, estas moléculas son ésteres del acido fosforico, que inhiben la
acetilcolinesterasa generando un sindrome colinérgico (Weselak et al, 2007). En
México se presentan alrededor de 13,600 casos de intoxicaciones Yy
envenenamientos causados por: medicamentos, gases toxicos, plaguicidas,
narcoticos, etc. Aunque la mortalidad por intoxicaciones recae en mayor
porcentaje en la ingestion de medicamentos con un 21.6%, es la ingestion de
plaguicidas el que ocasiona mayor letalidad, siendo los organofosforados el tipo de
plaguicida mas utilizado con un 33% (Pimentel et al, 2005). El malatién es un
plaguicida organofosforado. Se utiliza cominmente para el control de plagas en el
hogar y en las cosechas, esta substancia es muy comun, teniendo una alta tasa
de intoxicaciones accidentales y muertes por suicidio, aunque no es muy toxico
para los mamiferos. Se biotransforma por medio una desulfuracion oxidativa,
dando como resultado el malaoxon, la cual es una substancia mas toxica
(Sanchez et al, 2005).

Megaselia scalaris es un diptero cosmopolita, se ha reportado como una mosca de
importancia forense. La duracion de su ciclo de vida se ha utilizado como un
indicador importante para estimar el IPM, especialmente en casos donde los
cadaveres se encuentran enterrados, en entornos ocultos (carro, habitacion, caja),
envueltos en algun material (bolsas, cobijas, mantas), ya que por su pequefio
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tamafio menor a 3 mm pueden ingresar a las aberturas estrechas de este tipo de
ambientes, llegando al cadaver mas rdpido que otras especies de moscas de
interés forense. Estas caracteristicas hacen que M. scalaris llegue a ser la Unica
evidencia entomoldgica en este tipo de cadaveres (Reibe y Madea, 2010).

En el presente trabajo se determind la dosis minima inhibitoria de malatién para la
eclosion de los huevos de M. scalaris siendo de 0.271 pg/mL, la concentracion
letal 50 (CLso) de las larvas de primer estadio 1.993 pg/mL y los imagos (hembra
9.572 pg/mL, macho 9.016 pg/mL). Se realizaron 7 curvas de crecimiento larval de
M. scalaris, utilizando un medio de cultivo modificado (agua, levadura, azlcar,
harina y agar), las concentraciones utilizadas de malation en el medio fueron 0.1,
0.3,0.5, 1, 3y 5 pg/mL y un blanco. El medio de cultivo con las larvas se mantuvo
a una temperatura de 25°C con una humedad relativa de 50 + 3 %, fotoperiodo de
12 h luz/obscuridad. Se sacrificaron las larvas a una temperatura de 70°C para su
medicion, y para la extraccion del malation, las larvas fueron sacrificadas en
acetona y guardadas en un congelador a -20°C. Se obtuvieron las tasas de
crecimiento de cada curva de vida a partir de la pendiente que resulto de la tasa
de cambio de longitud (mm) contra el tiempo de crecimiento en horas grado
acumulado (HGA). Se observé que el malation reduce el tiempo del estadio larval
de 24 a 72 hrs respecto al blanco, en cuanto al tiempo del estadio de pupa no
hubo ningan cambio.



2. Marco teérico

2.1.- Entomologia forense

La entomologia forense es el estudio de los insectos como evidencia cientifica
para la solucidbn de casos relacionados al sistema judicial (Solis, 2014). Esta
interaccion se divide en tres grandes ramas las cuales son: Productos alimenticios,
gue puede aplicarse a la identificacion de plagas encontradas en estos productos;
Sector urbano, identificando los insectos que causan dafios en hogares, edificios
laborales, museos, empresas, etc; y siendo la mas conocida, la rama Médico legal,
ayudando a dar resolucion a controversias juridicas que involucran cadaveres de
humanos o algun animal, por medio del conocimiento del ciclo de vida 'y
comportamiento de algunos insectos (Bostock, 2015).

La primera vez que se utilizé la entomologia para poder dar resolucién a un caso
en un tribunal fue en el afio de 1850 en Francia, siendo el médico Francois
Bergeret el responsable en proporcionar la evidencia al caso en donde se
encontraron restos de un nifio tras una chimenea, declarando que la muerte se
produjo hacia un afio aproximadamente, esto se pudo deducir gracias a las larvas
encontradas en el cuerpo, siendo estas inmaduras sin haber alcanzado el estado
de pupa, ayudando a deducir el tiempo (Ponce et al, 2014). A partir de ese
momento hubo mayor interés sobre la biologia de los insectos y su enfoque en la
medicina forense, lo que llevo el nacimiento de la entomologia forense médico
legal con dos obras publicadas la primera en 1888 por Yovanovich “Aplicacién de
la Entomologia a la Medicina Legal” y la segunda en 1894 por Mégnin titulada “La
Fauna de los Cadaveres” (Magafa, 2001., Ponce et al, 2014).

2.1.2.- Entomologia Forense Médico Legal

El hallazgo de un cadaver o restos humanos lleva consigo un numero de
preguntas que se formulan para saber la causa, ¢por qué murid?, el lugar ¢ donde
murio?, y el tiempo de muerte, ¢cuando murié? La entomologia forense médico
legal es la ciencia que se encarga de estudiar la entomofauna cadavérica que esta
presente durante el proceso de descomposicion, ya que por medio de estos
organismos se puede ayudar a responder a las preguntas del lugar y el tiempo de
muerte y dar solucion a casos legales y/o medico legales, en torno al cadaver
(Magafa, 2001). Los métodos mas utilizados en la entomologia forense para
responder estas preguntas son: la estimaciéon del IPM y la sucesién ecolégica de
los insectos asociados al cadaver, enfocandose en el estudio de los organismos
mas abundantes en el cadaver, que suelen ser del orden Dipetera y Coleoptera los
mas estudiados. Amendt y colaboradores en el 2004 hicieron una lista de los
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insectos que tienen mayor importancia en la entomologia forense, mencionando
que los ordenes mas representativos son: Diptera, Coleoptera, Lepidoptera e
Hymenoptera (Tabla 1). Debido a la gran cantidad de estos organismos que se
encuentran en las fases de descomposicion del cadaver, a su alta distribucion
geogréfica y a sus habitos alimenticios, entre los que se encuentran
principalmente insectos necréfagos y necrofilos.

Orden / Familia Géneros importantes

Coleoptera (escarabajos)

Cleridae Necrobia

Dermestidae Attagenus, Dermestes

Geotrupidae Geotrupes

Histeridae Hister, Saprinus

Silphidae Necrodes, Nicrophorus, Silpha

Staphylinidae Aleochara, Creophilus

Diptera (moscas)

Calliphoridae Calliphora, Chrysomya, Cochliomyia, Luclilia,
Phormia

Drosophilidae Drosophila

Ephydridae Discomyza

Fanniidae Fannia

Heleomyzidae Heleomyza, Neoleria

Muscidae Hydrotaea, Musca, Muscina, Ophyra Conicera,

Phoridae Megaselia

Piophilidae Piophila, Stearibia

Sarcophagidae Liopygia, Sarcophaga

Sepsidae Nemopoda, Themira

Sphaeroceridae Leptocera

Stratiomyidae Hermetia, Sargus

Trichoceridae Trichocera

Lepidoptera (mariposas)

Tineidae Tineola

Hymenoptera (avispas)

Ichneumonidae Alysia

Pteromalidae Nasonia, Muscidifurax

Tabla 1. Insectos con importancia forense. Modificado de Amendt et al, 2004.

2.1.3.- Sucesion ecoldgica

La muerte de un ser vivo presenta transformaciones y cambios tanto fisicos como
guimicos, también llamados efectos cadavéricos, los cuales provocan en el cuerpo




un gran ecosistema para la llegada de diferentes insectos como son: necrofagos
qgue llegan primero atraidos rapidamente por los olores de descomposicion de la
materia organica, alimentandose de la corpulencia; necrdéfilos que se alimentan de
los necréfagos; omnivoros, que se alimentan de la corpérea como una fauna
asociada; oportunistas, que utilizan el cadaver como refugio, fuente de calor, etc;
estos se van encontrando a través del tiempo dependiendo del estado de
descomposicion del cadaver (Figura 1) (Arnaldos et al, 2005).
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Figura 1. Sucesién ecoldgica de entomofauna cadavérica. Creacién propia.

Mégnin en 1894 habia descrito esta sucesion de insectos (tabla 2) observando
gue los dipteros son los primeros colonizadores atraidos por el olor de la
descomposicién. Sin embargo, esta sucesion se puede ver afectada por el medio
ambiente donde se encuentra el cuerpo, por ejemplo, cuando este ha sido



enterrado o esta al aire libre, si ha sido envuelto con algun material o se encuentra
aislado en un cuarto.

Ola Fauna Condicion del Aproximacion de
cuerpo edad del cadaver
Calliphora vicina (Dipt.,Calliphoridae)
Calliphora.vomitoria (Dipt.,Calliphoridae) Fresco
1 | Lucilia spp. (Dipt., Calliphoridae) (cambio con la | Primeros 3 meses
Musca domestica (Dipt.,Muscidae) temperatura)
Musca autumnalis (Dipt.,Muscidae)
Muscina stabulans (Dipt.,Muscidae)
2 | Sarcophaga spp. (Dipt., Sarcophagidae) Olor
Cynomya spp. (Dipt., Calliphoridae) desarrollado
3 | Dermestes spp. (Col., Dermestidae) Rapido
Aglossa spp. (Lep., Pyralidae) engrasamiento
Piophilia casei (Dipt., Piophilidae)
Madiza glabra (Dipt., Piophilidae)
Fannia spp (Dipt.,Fanniidae)
Drosophilidae (Dipt.) Fermentacion
4 | Sepsidae (Dipt.) Butirica 3 a 6 meses
Sphaeroceridae (Dipt.)
Eristalis (Dipt., Syrphidae)
Teichomyza fusca (Dipt., Ephydridae)
Corynetes,Necrobia (Col., Cleridae)
Ophyra spp. (Dipt., Muscidae) Fermentacion
Phoridae (Dipt.) amoniacal
Thyreophoridae (Dipt.)
Nicrophorus spp (Col., Silphidae) Evaporacion de
5 | Silpha spp. (Col., Silphidae) fluidos 4 a 8 meses
Hister spp. (Col., Histeridae)
Saprinus spp. (Col., Histeridae) Residuos de
fluidos
corporales
absorbidos
6 | Acari 6 a 12 meses
Attagenus pellio (Col., Dermestidae)
Anthrenus museorum (Col., Dermestidae)
7 | Dermestes maculatus (Col., Dermestidae) | Completamente 1 a 3 afios
Tineola biselliella (Lep.,Tineidae) Seco
Tineola pellionella (Lep.,Tineidae)
Monopis rusticella (Lep.,Tineidae)
8 | Ptinus brunneus (Col., Ptinidae) Mayor a 3 afios

Tenebrio obscurus (Col., Tenebrionidae)

Tabla 2. Sucesién de entomofauna cadavérica. Basado en Mégnin (1894) actualizado por

Smith (1973). Diptera=Dipt, Coleoptera=Col, Lepidoptera=Lep.




2.1.4.- Intervalo Postmortem

El intervalo postmortem (IPM) es el tiempo transcurrido desde la muerte de una
persona hasta el hallazgo de su cuerpo (Figura 2). Se puede estimar a partir de la
observacion y la medicion de las condiciones en las que se encuentra el cuerpo,
como son: la temperatura (algor mortis), flacidez o rigidez muscular (rigor mortis),
tono de piel (livor mortis) (Byrd, 2001). Los entomdlogos forenses estiman este
IPM a través de los ciclos de vida de las especies encontradas y la sucesion
ecoldgica de estos, con base en el intervalo minimo postmortem (IPM min) que es
el periodo mas temprano en el cual el cuerpo fue colonizado por insectos, hasta la
recolecta de la larva mas vieja del cadaver y al intervalo maximo postmortem (IPM
max) que es el tiempo desde que la persona fue vista con vida la Ultima vez, hasta
el descubrimiento de su cadaver (Villet et al, 2009).

VEez Vivo
porinsectos
del cadaver

Muerte
descubrimiento

©
E c
= 0
N (9}
5 S
o c
0 =)
= Q
vl
.; U

Pasado
Futuro

Figura 2. Linea de tiempo para la estimacion del IPM. Modificado de Villet et al, 2009.

Esta forma de estimar el intervalo puede ser de mucha mas ayuda que los
métodos que utilizan los médicos forenses que se limitan a las matrices primarias
gue se pueden ver afectadas o simplemente ya no estan disponibles después de
varios dias (Arnaldos et al, 2005). Teniendo en cuenta que las muestras se
pueden ver afectadas, el IPM también. Este se modifica por varios factores, uno
de los méas importantes es cuando el cadaver presenta alguna substancia que
pueda acelerar o retrasar los ciclos de vida y la sucesion ecologica de la
entomofauna cadavérica. Esto conlleva a la intervencion de diferentes disciplinas
como la toxicologia para conocer si el cadaver contenia o no alguna substancia,
aunque a veces estas pruebas se pueden ver limitadas por el avanzado estado de
putrefaccion y/o esqueletizacién del cuerpo, con base en estos problemas y a la



resolucion de los mismos, se llegé al nacimiento de la Entomotoxicologia (Da
Silva, 2017)

2.2.- Entomotoxicologia

El uso de insectos como matrices bioldgicas alternativas, es de gran ayuda en el
ambito forense. La entomotoxicologia es una disciplina que une los conocimientos
de la entomologia y la toxicologia, utiliza tanto a los insectos como a las larvas que
se han alimentado del cadaver, como una matriz indirecta ya que estos
organismos son capaces de ingerir, incorporar y bioacumular metabolitos quimicos
0 xenobidticos en sus propios tejidos, del cadaver que se alimentaron siendo esto
evidencia toxicolégica (cualitativa y cuantitativa) cuando las matrices primarias
como la sangre, orina, tejidos, no se encuentran disponibles (Pounder, 1991., Da
Silva, 2017). Los estudios de entomotoxicologia empezaron a realizarse a finales
de los afios 1970 cuando empezaron a detectar diferentes substancias toxicas en
los insectos, principalmente metales como el mercurio (Sohal y Lamb, 1977.,
Nuorteva P y Nuorteva S, 1982., Liu et al, 2009). Posteriormente, se empezaron a
detectar substancias como drogas y medicamentos en las larvas que se
encontraban en los cadaveres con un avanzado estado de putrefaccion y/o
esqueletizacion (Tabla 3), asi ayudando a resolver gran variedad de casos
forenses.

Substancia Mosca / larva Referencia
Metanfetaminas Calliphora stygia Mullany, 2014
Calliphora vicina Sadler, 1997
Calliphora vomitoria Magni, 2014
Sarcophaga ruficornis Goff, 1992
Cocaina Calliphora vicina Nolte, 1992
Chrysomya albiceps, Chrysomya | De Carvalho,
putoria 2012
Lucilia sericata Campobasoo,
2004
Sarcophaga peregrina Goff, 1989
Opiaceos Calliphora stygia Gunn, 2006
Chrysomya albiceps Fathy, 2008
Lucilia sericata Bourel, 2001
Protophormia terraenovae Hédouin, 2001
Benzodiacepinas Calliphora vicina Wood, 2003
Chrysomya albiceps Carvalho,
2001




Chrysomya megacephala

Oliveira, 2014

Cochliomya macellaria

Baia, 2016

Plaguicidas Chrysomya megacephala

Shi  Yan-wei,

2010
Chrysomya megacephala Gunatilake,

1989
Chrysomya megacephala Bakr, 2012
Chrysomya rufifacies Solis, 2014

Tabla 3. Substancias de interés forense encontradas en moscas.

Los xenobidticos que se encuentran en los cadaveres de los cuales se alimentan
los insectos, juegan un papel importante en su ciclo de vida, pudiendo retrasar o
acelerar su crecimiento, al igual que su oviposicion (Voss et al, 2008), ya que
estos pueden acumular y metabolizar los xenobioticos que ingirieron del cadaver
(Figura 3), por este motivo se puede ver afectado el célculo del IPM.

Cuerpo

Insecto
Absarcién Tejidos

Entrada
Toxico —

Téxico metabolicamente disponible

Excrecion
de toxicos

Excrecién de
metabolitos

Toxicoretirado

Téxico biodisponible

Salida
téxico

Salida
metabolito

Toxico ligado

Figura 3. Modelo conceptual de los procesos de absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecién
de un toxico en insectos que se alimentan de un cadaver. Modificado de Da Silva, 2017.
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2.3.- Megaselia scalaris

Megaselia scalaris (loew 1866), es una mosca perteneciente a la familia Phoridae,
gue son muy comunmente conocidas como las moscas jorobadas por su térax que
tiene una forma curva aparentando una joroba o como moscas de ataud debido al
pequefio tamafio en su estado adulto (2 a 3 mm) y a su hallazgo en varios casos
de cadaveres que fueron enterrados. Esta especie presenta un desarrollo
holometédbolo el cual se divide en cuatro fases que son: el huevo, las larvas de
primero, segundo y tercer estadio, la pupa y el imago (Bostock, 2015).

2.3.1.- Interés forense de M. scalaris

M. scalaris es una especie cosmopolita, ademas de ser de importancia médica por
causar miasis en humanos y animales, se ha reportado como una mosca de
importancia forense. La duracion de su ciclo vida se ha utilizado como un indicador
importante para determinar el IPM, especialmente en casos de muertes en
interiores y en entornos ocultos (Reibe y Madea, 2010). Su etapa adulta que es
pequefia le permite moverse de manera rapida y erréatica (Disney, 2008). Debido a
estas caracteristicas, puede ingresar a las aberturas estrechas de ambientes
ocultos o enterrarse con facilidad, lo cual le da la ventaja de poder llegar al
cadaver mas rapido que otras especies de moscas de interés forense; puede
llegar a una carrofia en poco tiempo después de su exposicion y depositar los
huevos de inmediato. Esta especie se reproduce con frecuencia en cadaveres
humanos en climas mas calidos (Campobasso et al, 2004 A). Campobasso y
colaboradores en 2004 (B) describieron un caso de un hombre que fue exhumado
después de un afio de su muerte, el cuerpo se encontraba momificado, lleno de
larvas y pupas, principalmente en las manos y los pies, reportando que las larvas y
pupas solo pertenecian a una especie que era M. scalaris, explicando que esto se
debid a que el cuerpo estaba enterrado ocasionando que se restrinja el acceso a
moscas mas grandes, pero no ha pequefias como M. scalaris. Esta restriccion
puede provocar que M. scalaris sea la Unica evidencia en cadaveres gque se
encuentran enterrados, envueltos en algun material (bolsas, cobijas, mantas),
espacios cerrado (carro, habitacion, caja), etc.

2.3.2.- Morfologia

El huevo tiene una longitud de 0.6 mm y un ancho de 0.2 mm, en cuanto a su
estructura es ovalada (en forma de bote) la mitad del huevo es curvo y su
contraparte es plana. En la parte curva presenta patrones poligonales, mientras
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gue la parte plana presenta crestas micropilosas (imagen 1 y 2) (Greenberg,
1998., Koller et al, 2003).

Imagen 1. Huevo de M. scalaris,
parte plana con crestas
micropilosas.
Creacién propia

Imagen 2. Huevo M. scalaris,
parte curva.
Creacion propia

Las larvas presentan una forma cilindrica que se va haciendo mas pequefa hacia
la parte de la cabeza, esta forma se va notando cada vez mas conforme pasan de
estadio larval. Presentan dos espiraculos que sobresalen en la parte dorsal-
posterior de la larva, presentan espinas bilaterales en cada uno de sus segmentos
del abdomen empezando a partir del tercer segmento toracico (imagen 3 y 4).
Tienen un color blancuzco amarillento, aunque las larvas del primer estadio se les
puede notar un poco transparentadas (Bostock, 2015)

-
’:?—hv‘ﬁ.

Imagen 3. Larva de M. scalaris en el tercer Imagen 4. Espiraculos de
estadio, presentando espinas bilaterales. larva de M. scalaris.
Creacion propia Creacion propia

La pupa llega a medir entre 2 y 3 mm al igual que la mosca en su estado de
imago, cuando la larva empieza a pupar, la pupa es de color blanco y su
consistencia es blanda, posteriormente la pupa toma un color café y la estructura
es dura (imagen 5y 6). Presenta cuernos respiratorios en la parte anterior-lateral,
teniendo un patron en forma de espiral en el apice, también presentan espiraculos
en la parte anterior y posterior (Disney, 2008., Bostock, 2015).

12



Imagen 5. Pupa blanquecina (pre
pupa), espiraculos posteriores (a).
Creacién propia

Imagen 6. Pupa café, presenta
cuernos respiratorios (a) y
espiraculos anteriores (b).

Creacion propia

El imago presenta dimorfismo sexual, siendo la hembra de mayor tamafio que el
macho (imagen 7 y 8). Los dos presentan un térax con apariencia jorobada, el
abdomen de los machos estd mas reducido que el de las hembras y no presentan
la coloracion blanca en la parte ventral, en la parte dorsal presentan franjas color
negro y amarillo; la cabeza es pequefa, aplanada, presenta ojos compuestos de
color negro; los apéndices estan bastante desarrollados, fémur robusto y
lateramente comprimido; las alas son grandes, presentan una costa de cilios y
cerdas axilares (imagen 9) (Brown y Oliver, 2007., Disney 2008., Bostock 2015).

Imagen 7. M. scalaris Hembra.
Creacién propia

Imagen 8. M. scalaris Macho.
Creacion propia

Imagen 9. Ala de M. scalaris. Costa
de cilios (a), Cerda axilar (b).
Creacion propia
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2.3.3.- Ciclo de vida

El ciclo de vida de M. scalaris depende mucho de la temperatura, su desarrollo
holometabolo se puede ver afectado o beneficiado por esta condicion (Figura 4). A
una temperatura de 25°C las hembras gravidas llegan a depositar los huevos
después de 24 h de su apareamiento, dejando entre 1 a 100 huevos, el nimero de
huevos depende completamente de la hembra (Macieira et al, 1983., Benner,
1985., Disney 2008). El periodo embrionario dura alrededor de 20 h, cuando las
larvas han eclosionado del huevo tienen 3 diferentes estadios larvales, el primero
dura 27.7 h, el segundo 37.5 h y el tltimo 100 h. El periodo de pupa suele ser mas
corto para los machos, siendo de 11.7 dias y para las hembras de 13.6 dias
(Koller et al, 2003); a esta temperatura el tiempo de vida de los imagos también
difiere dependiendo el sexo, en hembras el promedio de vida es de 29.9 dias y en
machos de 24.8 dias (Manzato y Tadei, 2004., Disney, 2008).

Figura 4. Desarrollo holometdbolo de Megaselia scalaris. A. Huevos, B1. Larva primer
estadio, B2. Larva segundo estadio, B3. Larva tercer estadio, C. Pupa, D. Imago.
Creacidn propia

14



Se han realizado varios estudios donde observan el ciclo de vida a diferentes
temperaturas. Greenberg y Wells en 1998 demostraron que M. scalaris se
desarrolla de huevo a adulto en 22 dias a 22 ° C, en 14-16 diasa 27 °Cy en 11
dias a 29 ° C, proporcionando curvas de crecimiento a diferentes temperaturas
constantes.

Feng y Liu En 2014 mencionaron que la etapa pupal es de suma importancia ya
gue dura hasta el 50% de todo el desarrollo del ciclo de vida y por lo general no se
le presta demasiada atencion a esta parte del ciclo. Ellos estimaron la edad pupal
de M. scalaris a diferentes temperaturas. Dividieron estas etapas en 10 fases
donde se aprecian cambios morfolégicos (tabla 4), determinando que el periodo
pupal dura 24 dias a 18°C, 11 dias a 24°C y 7 dias a 33°C.

Etapa Cambios morfoldgicos Estructura
1 Huevo
2

Larva transparente primer estadio

3 Larva amarillenta segundo estadio

4 Larva con espinas bilaterales tercer estadio
5 Formacion de pre pupa blanco

6 Protuberancia de cuernos respiratorios

7 Segmentacioén de torax y abdomen




8 Diferenciacion del musculo dorsal del térax y segmento del
abdomen
9 Ojo amarillo
10 Pierna café brillante
11 Pierna café obscuro
12 Ojo marron
13 Ojo rojizo
14 Ojo negro
15
Imago

Tabla 4. Cambios morfolégicos presentes en la etapa larval y pupal de Megaselia scalaris. Modificado
de Feng y Liu 2014.
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2.4.- Los plaguicidas como substancias de interés forense

Los plaguicidas causan un alto dafio a gran variedad de especies. Entre éstas se
encuentran plantas, artropodos, mamiferos, peces, etc; esto debido a la alta
toxicidad de las sustancias, que son empleadas en una variedad de formas, como
en las tierras de cultivo o en el hogar con productos caseros, para poder controlar
o terminar con las plagas. Estas substancias pueden llegar a ser altamente
persistentes en los sistemas bioldgicos, es decir que permanecen y se transportan
a través del ambiente aun después de su aplicacion (Arellano y Rendon, 2016).

La Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion de las Naciones Unidas
(FAO por sus siglas en inglés) define a un plaguicida, también llamado pesticida
como una substancia o mezcla de substancias destinadas a prevenir, destruir o
controlar cualquier plaga, incluyendo a los vectores de enfermedad humana o
animal, especies indeseadas de plantas o animales capaces de causar dafios o
interferir de cualquier otra forma con la produccidon, procesamiento,
almacenamiento, transporte o mercado de los alimentos, otros productos agricolas
sus derivados o alimentos animales, o que puedan administrarse a los animales
para el control de insectos, u otras plagas en sus organismos.

Los plaguicidas se pueden clasificar de diferentes maneras como son (Vega,
1985., OMS, WHO, 2010):

e La funcion del organismo sobre el cual actdan; herbicidas, acaricidas,
fungicidas, raticidas, pediculicidas, insecticidas.

e La estructura quimica de las sustancias; organoclorados, organofosforados,
carbamatos, acidos carboxilicos, piretroides, amidas, anilinas, derivados
alquil urea, compuestos heterociclicos con nitrégeno, fenoles, imidas, entre
otros).

e El grado de toxicidad, basado en la dosis letal 50 (DLso) en ratas,
administrado en forma oral y dérmica (Tabla 5); extremadamente toxico,
altamente toxico, moderadamente toéxico, ligeramente toxico, minimamente

toxico.
Clave Categoria DLso en ratas (mg/kg)
Oral Dérmica
la Extremadamente toxico <5 <50
Ib Altamente toxico 5-50 50 — 200
I Moderadamente toxico 50 — 2000 200 — 2000
Il Ligeramente toxico Mas de 2000 Mas de 2000
U Minimamente toxico 5000 o superior 5000 o superior

Tabla 5: Clasificacion de los plaguicidas por el grado de toxicidad aguda (WHO, 2010).
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En México, cada afio las intoxicaciones y envenenamientos son causa de
alrededor de 13,600 casos, de los cuales fallecen alrededor de 1,400 personas,
entre estos el 87% adultos y 13% nifios. El 72% de los casos son accidentales y
28% corresponden a suicidios. Las intoxicaciones ocurrieron con mayor frecuencia
en hombres jévenes que oscilaban en una edad de entre 21 a 30 afos. La
mortalidad que hay en adultos por intoxicaciones recae en mayor porcentaje en la
ingestion de medicamentos con un 21.6%, la inhalacion de gases toxicos con un
20.4% y la exposicion a plaguicidas con 13.9% (INEGI, 2017., Pimentel et al,
2005). Aunque la intoxicacion por medicamentos es el método mas usado en los
intentos de suicidio (46%), el que ocasiona mayor letalidad es la ingestion de
plaguicidas, siendo los organofosforados el tipo de plaguicida mas utilizado con un
33%, seguido por los carbamatos con un 27% (Pimentel et al, 2005).

Los organofosforados son ésteres del acido fosforico, que tienen como mecanismo
de accion la inhibicion de enzimas con actividad esterasas, especificamente la A
acetilcolinesterasa (AChE), provocando una acumulacion de acetilcolina (ACh),
generando un sindrome colinérgico (Weselak et al, 2007). Estos plaguicidas se
empezaron a comercializar en los afios de 1940, siendo Gerhard Schrader el
primero en descubrir y describir las primeras férmulas quimicas en 1937
(Schrader, 1952, Rose et al, 1999) (Figura 5). En las cuales describia que “R1” y
‘R2” pueden ser grupos mercapto, alquilo, fenol, amido, ariloxi, o alcoxi y “R3”
puede ser un halégeno, paranitrofenol, cianuro, fenoxi, etc Esto le llevo a crear sus
primeras moléculas el Schradan y el Tetraetil pirofosfato (TEPP). Este ultimo fue el
primer organofosforado comercial.

Figura 5. Estructura quimica general de los organofosforados.
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2.4.1.- Malatiéon

El malation 6 2-[(dimetoxifosforotiol) sulfanil] butanodioato (imagen 10) es un
plaguicida organofosforado que se utiliza principalmente para el control de plagas
en las cosechas de frutas y verduras (Sanchez et al, 2005). También se utiliza
muy comunmente en el hogar para la eliminacién de mosquitos, chinches y piojos,
por lo cual el uso de esta substancia es muy comudn, teniendo una alta tasa de
intoxicaciones accidentales y muertes por suicidio (Thompson et al, 1998).

a o) b o]

Il _S | [P |
H3C—O—I|3/ 0" CH, H3C—O—IT/ 0" CH,
0 o 0 0

CHsy | W CHsy | W
O  CHs O  CHs

Imagen 10. Estructuras quimicas del malatién(a) y malaoxon(b).

El malatibn no es muy toxico para los mamiferos. Sus principales vias de
absorcion son por medio de la ingesta, la inhalacidon y al contacto con la piel. Es
altamente liposoluble lo que le permite atravesar facilmente las barreras biologicas
(Fernandez et al, 2010 A), teniendo una gran distribucién en los tejidos con gran
cantidad de lipidos, aunque por lo general no llegan a acumularse en las grasas
del organismo gracias a que su vida media es relativamente corta y a sus rapidos
procesos de biotransformacion (Eddleston y Hillips, 2004). Se metaboliza por
medio de una desulfuracion oxidativa la cual se lleva a cabo por los citocromos
CYP3A4 y CYP2D6, dando una estructura de fosfato (malaoxon), la cual es mas
toxica (Alvial, 2008), provocando como sintomas principales: defecacién, miccion,
lagrimeo, espasmos musculares, convulsiones e insuficiencia respiratoria
(Thompson et al, 1998). La excrecion del malatibn es rapida, tarda
aproximadamente dos dias, esto se debe a que sus principales metabolitos que
son el dimetil fosfato y el dimetiltiofosfato son altamente hidrosolubles, facilitando
su eliminacion por medio de la via renal, también se llega a eliminar por heces y
aire expirado (Fernandez et al, 2010 A).
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A diferencia de los mamiferos el malation es mas toxico para los insectos ya que
afecta de forma directa al contacto y por accion de vapor (Thompson et al, 1998.,
Pitarch, 2001).

3. Antecedentes

La primera vez que se reporto el malatiéon en un insecto fue en 1989, en un caso
donde se encontraron restos con una descomposicion avanzada, estando
presente en el cuerpo Chrysomya megacephalay Chrysomya rufifacies
(Gunatilake y Goff. 1989). Se han reportado pocos trabajos de investigacién sobre
la relacién del ciclo de vida de insectos afectada con el malation, siendo
Chrysomya megacephalala Unica especie de diptero estudiada con este
plaguicida. Demostrando que esta substancia causa un efecto de retraso en el
crecimiento de esta mosca (tabla 6).

Mosca Descripcion Referencia

C. megacephala Sacrificaron con malation a conejos | Liu, 2009
(Oryctolagus cuniculus L), para obtener
tejido muscular y hepatico, dejando crecer a
las moscas en ellos. Demostraron que la
estimacion del IPM se alter6 por 36 hrs

C. megacephala Hicieron un estudio de sucesiéon de insectos, | Shi  Yan-

con cadaver de conejo (Oryctolagus | wei, 2010
cuniculus L), sacrificandolo con malation.
Esta mosca fue la mas abundante.
Observaron el crecimiento larval y pupal.
Demostraron que el desarrollo larvario
demoro6 de 12 a 36 hrs.

C. megacephala Se administr6 malation en diferentes | Rashid,
concentraciones para provocar la muerte de | 2008
12 ratas. Las larvas de las moscas se
dejaron crecer en el higado de las ratas.
Demostraron que el crecimiento de las larvas
fue menor que el control, pero no hubo
diferencias significativas en el peso de las
larvas.

Tabla 6. Estudios de ciclo de vida de Chrysomya megacephala intoxicada con malatién.
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4. Justificacion

La medicion del IPM con ayuda de insectos, se puede ver afectada por diferentes
factores como son los ambientales (temperatura, humedad, luz, tipo de suelo, etc)
y las substancias que se llegan a almacenar en estos organismos que se han
alimentado de algun cadaver; los cuales hacen que se modifique su ciclo de vida,
acelerandolo o retrasandolo y dando como resultado un error a la estimacién del
IPMmin. Resulta, por tanto, de gran importancia conocer con exactitud los ciclos
de vida de las diferentes especies de la entomofauna cadavérica y evaluar los
cambios que pueda presentar el ciclo de vida del organismo al ser expuesto a
alguna sustancia. Para una mejor estimacién del IPM, el entomélogo forense
requiere curvas de crecimiento en las se plasme el efecto que alguna sustancia
presente en el cadaver y por tanto de la cual se alimentaron los organismos.

5. Hipotesis

La presencia de malation en el medio de cultivo retrasara la tasa de crecimiento de
Megaselia scalaris.

6. Objetivos

6.1.- Objetivo General

Estudiar el efecto del malation sobre la tasa de crecimiento Megaselia scalaris.

6.2.- Objetivos Particulares

-Determinar la concentracion minima de malation necesaria para inhibir la eclosion
en los huevos de M. scalaris.

-Determinar la CLso del malation en el primer estadio larval de M. scalaris

-Evaluar el crecimiento de M. scalaris en presencia de malatién en los diferentes
estadios de su ciclo de vida (larva, pupa).

-Registrar la talla del imago de M. scalaris al emerger

-ldentificar si existen cambios fisicos por causa del malatibn en el imago de M.
scalaris

-Determinar la CLso del malatién en el imago de M. scalaris

-ldentificar la presencia de malation en el tercer estadio larval de M. scalaris.
-Analizar el efecto del malation sobre la tasa de crecimiento de M. scalaris
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7. Materiales y Métodos

7.1.- Lugar de estudio

El presente estudio se realizé en los laboratorios de Toxicologia y Entomologia
Forense, de la licenciatura en Ciencias Forenses, de la Facultad de Medicina
UNAM.

El proceso de crianza y curvas de vida se llevé a cabo en el laboratorio de
Entomologia Forense, ya que en él se contd con los microscopios estereoscopicos
para la visualizacién de las larvas, al igual que la camara climéatica para mantener
la colonia. La parte de la extraccion y deteccidén del malation se llevé a cabo en el
laboratorio de Toxicologia Forense, contando con el cromatografo de liquidos de
alta eficacia acoplado a espectroscopia de masas (HPLC/MS).

7.2.- Mantenimiento de la colonia

Las moscas fueron proporcionadas por el laboratorio de Entomologia Forense,
siendo estas procedentes del “Banco de moscas” de la Facultad de Ciencias de la
Universidad Nacional Autonoma de México. Se cultivaron en frascos de vidrio con
100 mL de un medio de cultivo que es especifico para Drosophila pero que fue
modificado y estandarizado anteriormente en el laboratorio de Entomologia
Forense (imagen 11) por Lopez en el 2020. Este medio esta hecho a base de
azucar, levadura, harina y agar, teniendo como conservadores nipagini y
propionato de sodio (ver anexo 1y 2). Los frascos se cubrieron con un tapén de
poliuretano de baja densidad para asi evitar que se contamine el medio por otras
especies de moscas, que las larvas e imagos escapen y que al mismo tiempo
pueda entrar aire al frasco.

Para lograr una oviposicidn sincronizada, es necesario contar con hembras
virgenes. Para logra esto, se monitored la emergencia de los imagos para separar
a los machos antes de que emergieran las hembras, y asi poder tener machos y
hembras virgenes, en frascos separados y posteriormente llevar a cabo el
apareamiento de los imagos.
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Imagen 11. Medio de cultivo para M. Imagen 12. Tubos con 10ml de medio de
scalaris. cultivo para crecimiento de M. scalaris.

7.3.- Curva de crecimiento blanco

Antes de evaluar el efecto de malation sobre el crecimiento de M. scalaris, resulta
indispensable estudiar el ciclo de vida bajo las condiciones de crianza del
laboratorio de Entomologia Forense para posteriormente comparar las tasas de
crecimiento en medios con presencia de diferentes concentraciones de malation.
Se realizé una curva de crecimiento blanco con tres repeticiones. Las moscas se
durmieron con éter etilico para separar hembras y machos. Se colocaron 6
hembras virgenes y 2 machos en tubos con 5mL de medio, se dej6é que los imagos
se aparearan, esperando 3 horas para que las hembras ovipositaran de manera
sincronizada.

Los tubos se mantuvieron en una camara climatica Binder KBW 240 a una
temperatura de 25°C con una humedad relativa de 50 £+ 3% y 12 h de
luz/obscuridad, esto para poder asemejar un poco el ciclo de vida que lleva la
mosca, ya que esta especie es activa tanto en el dia como en la noche (Zulaikha y
Zuha, 2016). Se monitoreo la eclosion de los huevos, para registrar como tiempo
cero la eclosion de estos. Se realizaron las mediciones de las larvas cada 24 h a
partir de la eclosion y hasta la pupacion. Para la medicion de las larvas, se
extrajeron del medio de crecimiento 15 larvas, las cuales se sacrificaron
sumergiéndolas por 5 segundos en agua a 80°C, para gue Su cuerpo se
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extendiera por completo y poder medir la longitud y el ancho de cada larva
(Amendt et al, 2007).

Las larvas se midieron con un vernier electronico, al igual que con los programas
LAS V4.5, tpsUtil32, tpsDig232 y se tomaron fotos diariamente con microscopio
estereoscopico con cdmara M60 APO, las larvas se guardaron en alcohol al 70%.
Una vez que las larvas llegaron al estadio de pupa, se seleccionaron 15 pupas al
azar, se midieron y tomaron fotografias diariamente hasta su eclosion.

7.4.- Determinacién de CLso en imagos de M. scalaris

Para la preparacion del medio, se utiliz6 malation (Malathion PESTANAL ®) de
Sigma-Aldrich LOTE BCBS8709V. Una vez alcanzando una temperatura de 25°C,
se adicion6 malation a la preparacién y con un agitador magnético se removié
hasta obtener una mezcla homogénea, para que el malation no quedara
Unicamente sobre la superficie. Por sus caracteristicas fisico-quimicas y su
estabilidad, es necesario adicionar el malation en el medio en dicha temperatura
(ver anexo 2).

Para determinar la CLsp de Malation en el imago de Megaselia scalaris se
prepararon medios de crecimiento a las concentraciones de 1, 2, 3, 5, 8, 9, 10, 11,
12 y 15 pg/mL de malation. Se agregaron 10 mL de medio de cultivo con las
diferentes concentraciones en los tubos de crecimiento, colocando 10 moscas
hembras y 10 machos por separado, con la finalidad de identificar si existe una
diferencia de la CLso dependiendo del sexo. El tiempo de exposicion al que se
sometieron los imagos al medio con malation fue de 24 h, colocando los tubos en
una camara climatica con una temperatura de 25 °C, humedad relativa de 50 + 3
% y fotoperiodo 12 hrs de luz/obscuridad, realizando tres repeticiones.

7.4.1.- Concentracion minima inhibitoria de malation en huevos de M.
scalaris.

Se necesita saber cudl es la concentracion minima inhibitoria de malation en la
gue todos los huevos eclosionan para tener la certeza que todos los huevos
eclosionaran sincronizados y asi evitar fallas en las mediciones y poder reducir la
variable del error en el tiempo.

Para estimar la concentracion minima inhibitoria en huevos se colocaron 30
huevos en cajas petri que contenia 15 g de medio de cultivo con malatién
(equivalente a los 10 mL que se agregan a los tubos) con las concentraciones de
0.1,0.2,0.3,04, 0.5, 0.6,0.7,0.8, 09 y 1 ug/mL. Las cajas petri se colocaron en
una camara climatica a una temperatura de 25°C, humedad relativa de 50 + 3 % y
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fotoperiodo 12 h Luz/Noche, con un tiempo de exposicion en el medio de 24h.
Realizando tres repeticiones.

Se escogio las cajas petri para este experimento, ya que solo era necesario
observar los huevos eclosionados en el tiempo indicado, al igual que por su mayor
facilidad de colocar los huevos en las cajas sin dafarlos.

7.4.2.- Determinacién de CLsp en larvas de primer estadio de M. scalaris.

Debido a que las larvas estuvieron expuestas al medio de cultivo dopado con
malation durante todo su ciclo de vida. Es necesario conocer la CLso de malation
en el primer estadio larval de M. scalaris para poder determinar las
concentraciones que se utilizaran para las curvas de crecimiento con malation.

Se colocaron 20 larvas de primer estadio y se colocaron en cajas petri con medio
de cultivo que contenia 15 g de medio de cultivo con malation (equivalente a los
10 mL que se agregan a los tubos) con las concentraciones de 1, 2, 3, y 5 pug/mL
de malation. Las cajas petri se colocaron en una camara climatica a una
temperatura de 25°C, humedad relativa de 50 + 3 % y fotoperiodo 12 h
Luz/Obscuridad, con un tiempo de exposicion en el medio de 24 h. Realizando tres
repeticiones

Al igual que para la identificacion de la concentracion minima inhibitoria de
malation en huevos de M. scalaris, se eligié utilizar las cajas petri por la facilidad
de observacion y manejos de las larvas del primer estadio.

7.5.- Curvas de crecimiento con malation

Se hicieron seis curvas de crecimiento con malation en el medio de cultivo y cada
una tuvo tres repeticiones. Las condiciones que se utilizaron en la camara
climatica para realizar la curva blanco se utilizaron nuevamente para las curvas de
crecimiento del medio con malation. Las concentraciones finales empleadas en el
medio de cultivo fueron 0.1, 0.3, 0.5, 1, 3y 5 pg/mL, las cuales fueron establecidas
a partir del conocimiento de la CLsp del malation en las larvas del primer estadio y
la concentracion minima inhibitoria de malation en los huevos de M. scalaris.

Se colocaron 6 hembras y 2 machos en tubos con medio de cultivo blanco para
gue se aparearan los imagos, se dejaron durante 3 h para que las hembras
tuvieran una oviposicion sincronizada.

Se monitorearon los huevos hasta el momento de su eclosion, posteriormente con
una aguja de diseccion se retiraron 30 larvas recién nacidas de los tubos y se
colocaron en los tubos con medio dopado de malation en sus diferentes
concentraciones. Al igual que en la curva blanco se tom6é como tiempo 0 cuando
eclosionaban los huevos. La medicion de las larvas se realiz6 cada 24 h, hasta
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que la larva llego a su estadio de pupa. Se sacrificaron 15 larvas, sumergiéndolas
durante 5 segundos en agua a 80°C, para que su cuerpo se extendiera por
completo y poder medir la longitud y ancho de cada larva. Las mediciones de las
larvas se hicieron con un vernier electronico, al igual que con los programas LAS
V4.5, tpsuUtil32, tpsDig23, se tomaron fotos diariamente con un microscopio
estereoscopico con camara M60 APO. Las larvas se guardaron en alcohol al 70%.
Para cada curva se tuvieron dos tubos por dia, el primer tubo se utiliz6 para
extraer las larvas que se utilizaron para la cuantificacién del malation y el segundo
tubo se utilizd para extraer a las larvas que se utilizaron para la medicién de la
longitud y el ancho de la larva.

Cuando las larvas llegaron al estadio de pupa, se seleccionaron 15 pupas al azar
de cada medio de cultivo con malatién. Las pupas de cada curva se midieron y
tomaron fotos diariamente hasta su eclosion, los imagos que emergieron fueron
sacrificados y guardados en alcohol al 70%.

A partir de las mediciones de la longitud y del ancho de las larvas tanto de la curva
blanco como las curvas con diferentes concentraciones de malation, se calculd la
tasa de crecimiento como la pendiente de la longitud versus el tiempo de
crecimiento en horas grado acumulado (HGA) que son la medida de la
temperatura requerida para el desarrollo de insectos en patrones predecibles, que
se calcula restando el umbral minimo de desarrollo por la temperatura ambiental
media para esa hora, o el umbral maximo de desarrollo si se alcanza (Greenberg,
1991).

Donde:
HGA=Tiempo (horas) x (Temperatura-Temperatura base)

Tiempo=tiempo de tiempo lleva la larva en desarrollo

Temperatura= temperatura a la que se sometio a la larva (25°C)

Temperatura base= es la temperatura mas baja, en la cual no hay desarrollo de la
larva (10°C)

Se us0, segun la convencionalidad, 10°C como el limite umbral mas bajo para

estimar HGA debido a que no existen reporte de la temperatura mas baja a la cual
se desarrolla M. scalaris.
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7.6.- Comparacién de longitud de pupas

Teniendo en cuenta que el periodo pupal dura alrededor del 50% de todo el ciclo
de vida, se realiz6 una comparacion de la longitud y del tiempo que duraron en
este estadio para comprobar si el malation afecta este ciclo.

Se seleccionaron 15 pupas al azar de cada curva de crecimiento (blanco, 0.1, 0.3
y 0.5) y cada repeticion; Se mantuvieron en una camara climatica Binder KBW 240
a una temperatura de 25°C con una humedad relativa de 50 £+ 3 % y 12 h de
Luz/Obscuridad. La medicién de las pupas se realizé diariamente hasta el
momento de la emergencia de los imagos, se midieron con un vernier electrénico y
se tomaron fotos diariamente con los programas utilizados para la medicion de la
longitud y el ancho de las larvas.

7.7.- Comparacion morfologica de moscas

La identificacion taxondmica se centra en las partes morfologicas de cada especie,
por lo que es importante que estas estructuras se encuentren en buen estado a la
hora de la identificacion. Para observar y comparar si el malation en las diferentes
concentraciones que tenian los medios de cultivo habia provocado algun cambio
fisico en los imagos que emergieron de las pupas que estuvieron expuestas en
ellos, se tomaron fotos y se midieron tanto a hembras como a machos. Las partes
morfoldgicas seleccionadas fueron: cuerpo completo (cabeza, térax, abdomen),
cuerpo vista dorsal, cabeza (0jo), y alas. Los imagos nacidos de cada curva de
crecimiento fueron sacrificados y guardados en alcohol al 70%

7.8.- Andlisis de datos

Se realizd una prueba de t-student entre las mediciones de la longitud de las
larvas que fueron tomadas con el vernier electronico y al mismo tiempo con los
programas antes mencionados, para poder observar si existia una diferencia
significativa. La prueba se realizé con el software Microsoft Excel 2007.

La identificacion de la CLso para los imagos y las larvas del primer estadio se llevo
a cabo mediante la relacion dosis-mortalidad en un analisis Probit con el software
IBM SPSS, se calcul6 la concentracion de insecticida que provoca el 50% de
mortalidad con una significancia del 95%.

En la comparacién de las tasas de crecimiento de la longitud y del ancho del
Blanco versus las diferentes concentraciones de malation se realiz6 una prueba de
normalidad observando si los datos eran normales o no, para posteriormente
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poder aplicar adecuadamente las pruebas de varianza necesarias para identificar
si existian diferencias significativas entre los tratamientos.

Para la variable de Ancho en mm y tiempo de desarrollo, se realiz6 una prueba
ANOVA de un factor con una significancia del 95% para poder descartar la
hipétesis nula la cual es que todos los tratamientos con malatién y el blanco son
similares entre ellos y no existe ninguna diferencia significativa, posteriormente se
realizé una prueba de Tukey con una significancia de 95% para identificar la
diferencia entre los tratamientos.

Para la variable de Longitud en mm y tiempo de desarrollo, se realiz6 la prueba
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos con significancia del 95%, que es
equivalente a la ANOVA para poder descartar la hipétesis nula que sefala que los
tratamientos son similares entre si, para identificar cuales tratamientos tienen
diferencias significativas se utilizd la prueba de U de Mann Whitney con una
significancia del 95%. Todos los analisis estadisticos mencionados se realizaron
con el software IBM SPSS.

Para identificar si existia una diferencia significativa en la longitud de las pupas del
medio estandar versus los medios adicionados con malation se realizé una prueba
de ANOVA de un factor con significancia del 95%, con el software IBM SPSS.

Se realizdé una prueba de ANOVA de un factor con significancia del 95% para
identificar si existia alguna diferencia significativa entre las longitudes del cuerpo
completo de los imagos (hembra, macho) que emergieron de los diferentes
tratamientos del medio de cultivo con malation. Se utilizé el software Microsoft
Excel 2007.

7.9.- Extraccion de Malation

A diferencia de cdmo se sacrificaron las larvas para su medicion, para la
extraccion, las larvas se limpiaron con agua para no tener residuos del medio de
cultivo. Se pesaron las larvas que serian analizadas. Posteriormente las larvas se
sacrificaron con 100 pyL de acetona y resguardaron en un congelador a -20°C, esto
se hizo para que el malation no se perdiera antes de hacer la extraccion.

Las larvas se homogeneizaron con 10 g de sulfato de sodio anhidro. Se afadio
60 mL de acetona a la muestra y se agité durante 45 minutos y se filtré. El residuo
se lavo con acetona dos veces mas. Se afiadieron 60mL de sulfato de sodio 20g/L
y 30 mL de diclorometano. Se homogenizaron durante 2 minutos. Se recogio la
fase organica y el residuo se volvié a extraer con 20 mL de diclorometano. Las dos
porciones colectadas se mezclaron y el disolvente se concentré6 en un bafio de
agua a 60 °C (se debe tener cuidado que el bafio maria no sobre pase los 60 °C
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para que el malation no se degrade). El extracto se reconstituyé con 1 mL de fase
movil y se inyectaron 10uL en el cromatégrafo de liquidos (Shi Yan-Wei, 2010).

7.10.- Deteccion y cuantificacién de Malation

La deteccién del malation se llevé a cabo mediante el uso de Cromatografia
Liquida de Alta Eficacia (HPLC) de fase inversa y detector UV (Abu-Quare, 2001).
El analisis cromatogréfico se realizd a temperatura ambiente, en un cromatégrafo
Waters 2690, bomba Waters 600E y un detector de absorbancia dual Waters
2487. Se utilizaron una precolumna (Supelco, 2 cm x 4.0 mm, 5 ym) y una
Columna C 18 (10 pym, 3.9 x 300 mm).

La fase mévil que se empled fue H2O: acetonitrilo 1:1 a un flujo de 1.0 mL/min en
modo isocratico. Para ajustar el pH a 3.50 se utilizé &cido acético 1N. Los
eluyentes se monitorearon mediante un detector de UV empleando una longitud
de onda de 210 nm.

Se preparo una curva de calibracion con cinco patrones de calibracion a diferentes
concentraciones de malation de entre 100 y 1000 ng/ml. La curva de calibracion
lineal se obtuvo trazando las areas de los picos en funcién de la concentracion.
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8. Resultados y Discusion

8.1.- Mediciones de longitud con vernier electrénico y los programas LAS
V4.5, tpsUtil32, tpsDig232

Las mediciones pueden tener una diferencia significativa entre ellas, siendo unas
mas precisas que otras, dependiendo de las herramientas que se utilicen para
realizar dicha accién. Se utilizé un vernier electrénico para medir el ancho y largo
de las larvas de M. scalaris, al igual se utilizaron en conjunto los programas LAS
V4.5 (para tomar la foto en escala con ayuda del microscopio estereoscépico),
tpsULtil32 (para convertir la foto en formato especial para tpsDig232) y tpsDig232
(para medir la larva a partir de la foto tomada por LAS V4.5 y transformada por
tpsDig232) para medir las mismas larvas que se midieron con el vernier
electronico.

Se realizO una prueba t-student para dos muestras suponiendo varianzas
similares, con una significancia del 95%, para identificar si habia alguna diferencia
significativa entre la toma de mediciones de la longitud y ancho de las larvas con
el vernier y los programas antes mencionados, y determinar que herramienta de
medicion es la mas adecuada para el estudio. Se tomaron en comparacion 15
larvas del primer estadio para poder llevar a cabo el analisis estadistico (grafica 1).
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Gréfica 1. Comparacion de mediciones de longitud de larvas de primer
estadio con vernier electrénico y programas (LAS V4.5, tpsUtil32, tpsDig232)
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El uso de él vernier y los programas para medir las larvas no tuvieron ninguna
diferencia significativa entre ellas, obteniendo un valor critico de t de 2.1447 (ver
anexo 4). Por lo cual se eligio utilizar los programas LAS V4.5, tpsUtil32,
tpsDig232, debido a su mayor practicidad.

Contar con otros métodos de medicion puede ser de gran ayuda para estandarizar
los protocolos que se utilizan para los experimentos de entomotoxicologia. Los dos
meétodos mas comunes para la obtencién de las mediciones de largo y ancho
larval consisten en: realizar el sacrificio de las larvas con agua caliente y agua fria.
Para que el cuerpo de la larva se extienda completamente y tener una medicion
precisa se recomiendo el método con agua caliente (Amendt et al, 2007). En
cuanto al método con agua fria no es tan recomendado debido a que afecta la
parte de la medicion de longitud de la larva haciendo que su cuerpo se encoja.
Aunque las dos mediciones se pueden realizar por separado se llega a complicar
para los analisis estadisticos, debido a la falta de muestras, ocasionando que no
se logren repeticiones y no tener el seguimiento de una sola poblacion al estar
sacrificando a los organismos (Da Silva, 2017), por lo que se recomiendo la
utilizacion de este método de medicion con los programas anteriormente
mencionados, siendo practico, preciso y evita el sacrificio de la larva.

8.2.- Tasas de crecimiento de M. scalaris en medio de cultivo blanco

La tasa de crecimiento de longitud (gréfica 2) y ancho (grafica 3) blanco, se
determinaron como la pendiente de la relacion de longitud y ancho (mm) de las
larvas a través del tiempo, tomando el tiempo como horas grado acumulado
(HGA).

Se graficaron los promedios de las medidas de longitud y ancho de cada grupo de
15 larvas en funcion del tiempo, la grafica se ajusté a un modelo lineal.

La linea de crecimiento obtenida al graficar la longitud larval en funcién de HGA, la
ecuacion de la recta fue y = 0.0021x — 0.088, teniendo una tendencia lineal, con
un coeficiente de determinacién r?> = 0.9924.

La linea de crecimiento obtenida al graficar el ancho larval en funcion de HGA, la
ecuacion de recta fue y = 0.0005x - 0.0505, su tendencia también fue lineal, con
un coeficiente de determinacién r?> = 0.9835.

El estadio larval de M. scalaris en el medio de cultivo blanco tuvo una duracion de
2880 HGA gue es equivalente a 192 horas dias acumulado (HDA); el estadio de
pupa duro 3960 HGA (264 HDA) para las pupas donde emergieron imagos
hembras, mientras que las pupas donde emergieron imagos machos fue de 4320
HGA (288 HDA).
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Grafica 2. Promedio de Longitud (mm) * desviacién estandar de larvas de M. scalaris
muestreadas a lo largo del tiempo (ADH) en intervalos de 24 horas a una temperatura de
25°C con una humedad relativa de 50 + 3% y fotoperiodo de 12 hrs de luz/obscuridad.
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Gréfica 3. Promedio del Ancho (mm) + desviacién estdndar de larvas de M. scalaris
muestreadas a lo largo del tiempo (ADH) en intervalos de 24 horas a una temperatura de 25°C
con una humedad relativa de 50 + 3% y fotoperiodo de 12 hrs de luz/obscuridad.




Los resultados de la curva blanco se asemejan a los obtenidos por Koller y
colaboradores en el 2003, teniendo similitud en el tiempo total del ciclo de vida
desde larva hasta la emergencia de los imagos. Durando un total de 6840 HGA
desde larva hasta la emergencia del imago hembra y 7200 HDA desde larva hasta
la emergencia del imago macho. Sin embargo, el tiempo de larva y pupa reportado
por ellos difiere en los resultados obtenidos. Ellos obtuvieron un estadio larval de
165.2 HDA, un estadio de pupa de 266.4 HDA para las pupas que contenian
imagos hembras y un estadio de pupa de 314.4 HDA para las pupas que
contenian imagos hembras. También difiere de lo reportado por Zuha y Omar en
2014, que teniendo la misma temperatura de 25°C y el mismo fotoperiodo 12hrs
L/O, el ciclo de vida de larva hasta la emergencia del imago fue de 304 HDA tanto
para imago hembra y macho. Las diferencias reportadas en horas pueden deberse
a factores como son: el medio de cultivo utilizado para la crianza y desarrollo de
las larvas, asi como el porcentaje de humedad relativa.

El promedio de la longitud minima fue de 0.8 mm y la maxima alcanzada antes de
entrar al estadio de pupa fue de 6.212 mm, en cuanto al ancho el minimo fue de
0.192 mm y el maximo fue de 1.274 mm, estas medidas estan dentro del rango
reportado por estudios anteriores, siendo 7 mm la longitud maxima reportada.
(Zanon, 1988., Greenberg y Wells, 1998., Zuha y Omar, 2014)

8.3.- Deteccion de la concentracion minima inhibitoria de malatién en huevos
de M. scalaris y deteccion de la CLsp del malation en el imago (hembra,
macho) y larvas (primer estadio).

Se determinaron las CLso de las larvas del primer estadio y los imagos (hembra,
macho) (tabla 7) mediante un analisis PROBIT con el software IBM SPSS. Las
larvas e imagos estuvieron expuestos via alimentaria y por contacto al medio de
cultivo con las diferentes concentraciones de malation, durante 24 h a una
temperatura de 25°C. Estas mismas condiciones se utilizaron para poder
determinar la concentracion minima inhibitoria de malation en los huevos, que fue
de 0.271 pg/mL (ver anexo 5).

Las CLso de las larvas de primer estadio fue de 1.993 pg/mL (ver anexo 6). Para
los imagos hubo diferencia entorno al sexo. Las hembras fueron mas resistentes al
malation teniendo una CLso de 9.572 pug/mL (ver anexo7). Los machos fueron mas
susceptibles teniendo una CLsp de 9.016 pg/mL (ver anexo 8).

No existe reporte sobre las CLso del malation en los diferentes estadios del ciclo de
vida de M. scalaris, por lo que se determinaron estas concentraciones en los
estadios de huevo, larva de primer estadio e imagos para poder realizar
posteriormente los estudios de entomotoxicologia adecuado
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Estadio Rango de concentraciones de CLso de malation
medio de cultivo con malation (ng/mL)
(pg/mL)
Huevo 0.1-12 0.824
Larva 1-5b 1.993
Imago hembra 1-158 9.572
Imago macho 1-152 9.016

Tabla 7. CLso de malation en diferentes estadios de M. scalaris.
a= 10 concentraciones, b= 4 concentraciones.

La concentracién minima inhibitoria para la eclosion de los huevos fue necesaria
para determinar el experimento de colocar huevos o larvas directamente en los
medios de cultivo con malation, y poder asemejar el experimento a situaciones
reales, debido a que los imagos de M. scalaris pueden ovipositar sobre el cadaver,
a diferencia de otras especies de importancia forense que ovipositan en la
superficie del suelo y las larvas recién emergidas del huevo llegan al cadaver
(Smith, 1986, Bostock, 2015). Aunque la CLgo inhibitoria para la eclosion de los
huevos es de 1.521 pg/mL (ver anexo 5), se observd que ningun huevo
eclosionaba a la concentracion de 1 pg/mL, por lo que se eligio colocar
directamente las larvas recién emergidas del huevo en los medios de cultivo con
malation, debido a que se querian utilizar concentraciones mas altas de 1 pg/mL.
Se determin® la CLso en larvas del primer estadio para conocer qué tan resistente
es la larva al malation y no mueran conforme pasan los dias. Teniendo estos datos
se puede estimar las concentraciones de malation en el medio de cultivo a las
cuales las larvas creceran y completaran su ciclo de vida hasta la emergencia del
imago.

Los resultados de la CLsop mostraron que el malation fue mas toxico para los
machos que para las hembras, esto se puede deber al dimorfismo sexual que
presenta M. scalaris, siendo las hembras mucho mas grandes que los machos,
pudiendo soportar mas cantidad del insecticida. Esta relacion del dimorfismo se
puede comparar con el tiempo de vida a diferentes temperaturas, siendo la
hembra la que soporta mayores temperaturas, viviendo mas dias que el macho
(Disney, 2008).
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8.4.- Comparacioén de tasas de crecimiento de M. scalaris en medio de cultivo
con malation.

Para cada tratamiento del medio de cultivo con malation se determinaron las tasas
de crecimiento de longitud y ancho de larvas de M. scalaris como la pendiente de
la relacion del crecimiento (mm) durante el tiempo de desarrollo HGA (tabla 8 y 9).

Se graficaron los promedios de las medidas de longitud y ancho de cada grupo de

15 larvas de cada tratamiento con malatién en funcion del tiempo versus el blanco,
las graficas se ajustaron a un modelo lineal (grafica 4 y 5).

Los tratamientos de 0.1, 0.3 y 0.5 pg/mL tuvieron un ciclo de vida completo desde
larva hasta la eclosién de los imagos. Las larvas del tratamiento de 1 pg/mL
llegaron al estadio de pupa, los imagos de estas pupas no emergieron. En cuanto
a los tratamientos de 3 y 5 pug/mL no llegaron al estadio de pupa, las larvas
vivieron solo 4 dias para el tratamiento de 3 pg/mL y un dia para el tratamiento de
5 pug/mL (tabla 10)

Longitud Maxima
Tratamiento | Ecuacion de larecta Pendiente r2 (mm)
Blanco Y =0.0021x — 0.088 0.00213 0.9924 6.212 + 0.051
0.1 pg/mL Y =0.0022x — 0.1185 0.00215 0.9929 6.25+0.171
0.3 pg/mL Y =0.0021x — 0.1396 0.00210 0.9924 6.553 £ 0.227
0.5 pg/mL Y = 0.0019x — 0.0708 0.00194 0.9850 6.622 £ 0.297
1 pg/mL Y = 0.0016x + 0.0879 0.00157 0.9852 6.041 £ 0.274
3 pg/mL Y =0.0012x + 0.314 0.00115 0.8921 2.142 £ 0.137

Tabla 8. Pendientes de las tasas de crecimiento de longitud y promedio longitud méaxima
alcanzado + desviacion estandar, antes de entrar al estadio de pupa.

El estadio larval de M. scalaris tuvo diferencias significativas conforme a las dosis
administradas de malation versus el blanco. Las tasas de crecimiento de longitud
de 0.1 pg/mL y 0.3 pg/mL no tuvieron diferencias significativas de la longitud
respecto al blanco, el tratamiento de 0.3 pg/mL retraso 24 HDA a que la larva
entrara en estadio de pupa en comparacion al blanco.

La tasa de crecimiento blanco fue significativamente diferente a los tratamientos
de 0.5, 1y 3 pg/mL (ver anexo 9), disminuyendo la longitud de la larva a través del
tiempo, por lo que esto retardo 48 HDA (tratamiento de 0.5 pug/mL) y 72HDA
(tratamiento 1 pg/mL) a que llegaran al estadio de pupa.
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Las tasas de crecimiento del ancho de 0.1, 0.3 y 0.5 pug/mL tuvieron diferencias
significativas versus al blanco (ver anexo10). Disminuyendo la talla del ancho a
través del tiempo.

En los tratamientos que contenian 3 y 5 pg/mL de malatién las larvas no
sobrevivieron mas de 4 dias, debido a que estas concentraciones sobrepasan la
CLso de larvas del primer estadio y al estar expuestas diariamente al medio la
concentracion absorbida aumentaba, provocando la muerte de la larva.

Ancho Maximo
Tratamiento | Ecuacion de larecta | Pendiente r2 (mm)
Blanco Y = 0.0005x — 0.0505 0.00045 0.9835 1.274 + 0.067
0.1 pg/mL Y = 0.0004x — 0.0406 0.00043 0.9799 1.19 + 0.067
0.3 pg/mL Y = 0.0004x — 0.0262 0.00039 0.9844 1.206 + 0.060
0.5 pg/mL Y = 0.0003x + 0.004 0.00034 0.9860 1.216 £ 0.076

Tabla 9. Pendientes de las tasas de crecimiento de ancho y promedio de ancho
maximo alcanzado + desviacion estandar, antes de entrar al estadio de pupa.

El malation a concentraciones de 0.3, 0.5 y 1 pg/mL retrasé el crecimiento de
longitud larval, pero aumentando el tiempo de estadio larval, al igual que la
longitud maxima alcanzada antes de entrar al estadio de pupa (tabla 8). Debido a
gue la inhibicidn de la acetilcolinesterasa, provoca acumulacion de la acetilcolina,
ocasionando el retraso en el crecimiento de longitud y al mismo tiempo prologa el
tiempo del estadio larval, provocando una mayor longitud en las larvas antes de
entrar al estadio de pupa a comparacion del blanco, debido a que estas necesitan
llegar a un tamafo adecuado y contar con cierta cantidad de nutrientes que le
serviran para mantenerse en todo su estadio de pupa (Pant y Katiyar 1983., Yan
wei et al, 2010). Estos resultados coinciden con los Unicos tres trabajos de
entomotoxicologia existentes que utilizaron malation, observando el ciclo de vida
de C. megacephala alimentada con higado y tejido muscular dopados con
malation. Yan wei y colaboradores en el 2010 utilizaron higado y musculo de
conejo al igual que Liu en 2009, observaron que el malation retrasaba de 12 a 36
HDA el crecimiento de la longitud larval y prolongaba el tiempo de estadio larval,
las concentraciones de malatién utilizadas por cada uno fueron de 815.8 ng/g en
musculo, 1.61.9 ng/g en higado (Yan wei) y 556 ng/g en masculo, 140.72 ng/g en
higado (Liu). En cuanto a Rashid y colaboradores en el 2008 demostraron que el
malation extendié el estadio larval a 10 dias en comparacion con 7 dias del
control, alimentandolas con higado de rata con malation a una concentracion de
1.892 ug/mg.
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Gréfica 4. Comparacion de curvas de crecimiento de longitud media (mm) de larvas de
Megaselia scalaris muestreadas a lo largo del tiempo (ADH) en intervalos de 24 horas. Las
larvas crecieron a 50% de humedad relativa a un fotoperiodo de 12:12 (L/O).
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Gréfica 5. Grafica 3. Comparacion Curvas de crecimiento de Anchura media (mm) de larvas
de Megaselia scalaris muestreadas a lo largo del tiempo (ADH) en intervalos de 24 horas.
Las larvas crecieron a 50% de humedad relativa a un fotoperiodo de 12:12 (L/O).
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Los datos obtenidos de las HGA de M. scalaris con los diferentes tratamientos con
malation pueden emplearse posteriormente en la correccion de la estimacion del
IPM en presencia del malation. Las HGA es una medida térmica, siendo el
producto acumulado de tiempo y temperatura requerido para que el insecto pueda
completar los distintos estadios de desarrollo de su ciclo de vida (Greenberg,
1991., Rodriguez, 2016). Este método considera la variable de la temperatura,
haciendo mas precisa la estimacion del IPM en los casos forenses. Teniendo en
cuenta las tasas de crecimiento de los insectos en diferentes temperaturas se han
descrito diferentes célculos utilizados para la estimacién del IPM con las HGA
(Yan Wei, 2010., Zuha y Omar 2014., Rodriguez, 2016).

Estos resultados de las HGA llegan a variar, aunque se haya trabajado con la
misma especie, debido a diferentes factores entre los que destacan dos que son
de gran importancia: la toma adecuada de datos de temperatura (tanto en el
laboratorio como en el lugar de hallazgo del cadaver) y el medio de cultivo donde
se desarrolla el insecto/larva, el cual puede afectar el desarrollo, aumentando o
retrasando las HGA debido a la composicion del medio. Por lo que se necesita
llevar a cabo estudios donde se trabaje con la misma especie a diferentes
temperaturas utilizando un medio de cultivo que se pueda estandarizar (que esté
libre de sustancias que pueda alterar el desarrollo) y al mismo tiempo utilizar
diferentes sustancias de interés forense para observar el comportamiento del
desarrollo del insecto, con el fin de poder establecer una curva de crecimiento
para cada especie y tener una estimaciéon mas precisa del IPM.

Tratamiento Estadio Larvas Estadio Pupas Emergencia Imago
HGA HDA HGA HDA HGA HDA
Blanco 2880 192 3960 264 6840 & 456 &
4320 288 7200 ¢ 480 ¢
0.1 pg/mL 2880 192 3960 264 6840 & 456 &
4320 288 7200 ¢ 480 ¢
0.3 pg/mL 3240 216 3960 264 7200 & 480 &
4320 288 7560 ¢ 504 ¢
0.5 pg/mL 3600 240 3960 264 7560 & 504 &
4320 288 7920 ¢ 528 ¢
1 pg/mL 3960 264 No viable No emergieron
3 pg/mL 1440 1 96 T Sin pupa Sin imago
5 pg/mL 360 t 24 1 Sin pupa Sin imago

Tabla 10. Ciclos de vida de M. scalaris a diferentes concentraciones de malatiéon

&'=macho, 9: hembra, T=muerte de larvas, HGA=horas grado acumulado, HDA=horas dias acumulado
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8.5.- Cuantificacion de malatién en larvas del tercer estadio con HPLC

Se presenta el Cromatograma previo a la cuantificacién. Se inyectan 10 uL de
blanco para garantizar que no existe la presencia de malatiébn previo a la

determinacién analitica.
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Cromatograma 1. Blanco de corrida.

Se obtuvieron perfiles cromatograficos para muestras de larvas en donde se
observa el tiempo de retencidén del malation en 11.5 min. Teniendo un tiempo total

de elucion de 15 min.
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Cromatograma 2. Extracto de larvas de M. scalaris inyectadas en el HPLC. Se
observa el pico correspondiente al malatiéon en 11.5 min
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La curva de calibracion estandar de area de pico versus a la concentracion de

malation se muestra en la Grafica 6.
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Gréfica 6. Curva de calibracion del malation.
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El método para la medicion de las larvas afecta la parte del analisis toxicologico,
debido a que al introducir la larva en agua caliente el toxico de interés se puede
ver afectado por la temperatura, por lo que se recomienda sacrificar a las larvas en
agua fria para que no se pierda el toxico de interés y se logre una buena

extraccion (Campobasso et al, 2004 A).

La cantidad inicial con la que fueron dopados los medios en los que crecieron las
larvas fue de 0.1 pg/mL. La cantidad de malation detectada en las larvas se

presenta en la tabla 11.

Tiempo de vidade | Cantidad de malation
la larvas (ADH) (ng/g)
360 64.74
720 75.59
1080 65.09
1440 73.27
1800 16.61
2160 12.36
2520 11.85
2880 3.98

Tabla 11. Concentracion de malatién por gramo de larva (ng/g) a lo largo del
tiempo. Larvas crecidas en un tratamiento de 0.1 pg/mL.
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8.6.- Comparacion de longitud de pupas de M. scalaris.

Para las mediciones de la longitud se eligieron 15 pupas al azar, sin importar el
sexo del imago que contenia la pupa. El tiempo del estadio de pupa del
tratamiento blanco fue diferente para las que contenian imagos machos e imagos
hembras. Las pupas que contenian imagos hembras tuvieron una duracion de
4320 HGA (288 HDA), para las pupas que contenian imagos machos tuvieron una
duracién de 3960 HGA (264 HDA) (tabla 10). La longitud de la pupa se midi6 cada
24 h hasta la emergencia del imago, se observd que esta medida se mantuvo
constante durante todo el estadio. Su longitud promedio fue de 3.583 mm (tabla
12). Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Zuha y Omar en el 2014
quienes obtuvieron una longitud media de pupa de 3.15 + 0.10 mm a la
temperatura de 25°C, pero difiriendo en el tiempo del estadio que fue de 205 HDA.

Tratamiento Longitud (mm)

Blanco 3.5830 £ 0.127
0.1 pg/mL 3.4795 + 0.113
0.3 pg/mL 3.4398 +0.123
0.5 pg/mL 3.4201 + 0.145

Tabla 12. Longitud promedio de pupas expuesta a diferentes concentraciones de malation.

La medicion de las pupas de los diferentes tratamientos con malation tuvo el
mismo procedimiento que la medicion del tratamiento blanco, obteniendo la
longitud media y el tiempo de estadio, que varia dependiendo del sexo del imago
gue contenia la pupa (tabla 10y 12).

Se realiz6 una prueba ANOVA para la comparacion de la longitud de las pupas de
los diferentes tratamientos versus el blanco (ver anexo 11). Se determind que no
existe ninguna diferencia significativa entre la longitud de las pupas de los
diferentes tratamientos versus el blanco, y el tiempo del estadio dur6 exactamente
lo mismo en los diferentes tratamientos.

Richards y colaboradores en el 2012 reportaron diferentes métodos para estimar
IPM en pupas. Entre las que destacan: la medicion de la longitud, el peso, el
desprendimiento de la capa externa de la pupa observando su morfologia.
Posteriormente, Feng y Liu en el 2014, estimaron la edad pupal de M. scalaris a
diferentes temperaturas. Utilizaron el método de desprendimiento de capa externa
de la pupa, reportando marcadores morfolégicos a través del tiempo de su
desarrollo (tabla 4). Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que no
existia ninguna diferencia entre la longitud, sin embargo, podria haber una
diferencia en su morfologia.
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8.7.- Comparacion de morfologia de M. scalaris.

Fernandez y colaboradores (2010) y Disney (1989,2008) describen las
caracteristicas morfolégicas principales para la identificacion taxonémica del
género Megaselia. Las caracteristicas son: el fémur del tercer par de apéndices se
encuentra lateralmente aplanado, todas las tibias no presentan espinas (imagen
14), laala presenta cilios en la costa, las venas subcostales junto con la costa
presentan una forma de trapecio invertido (imagen 13) (Disney, 1989, 2008.,
Ferndndez et al. 2010 B). La identificacion taxon6mica para la especie de M.
scalaris se centra principalmente en sus aparatos reproductores que se
diferencian demasiado de las demas especies de Megaselia por su estructura en
forma de plumaje, tanto para la hembra como para el macho (imagen 15),
presentan cerdas en la punta del tubo anal, en machos presentan las cerdas mas
grandes en el epandrium, en hembras el sexto terguito se extiende lateralmente,
las alas presentan una segunda vena subcostal pequefia dentro del trapecio, a la
altura del término de los cilios costales (imagen 13) (Brown y Oliver, 2007.,
Fernandez et al, 2010 B., Bostock, 2015).

Imagen 13. Forma de trapecio en Ala de M. scalaris. Imagen 14. Tercer par de apéndices
Costa ciliar (a), segunda vena subcostal (b). de M. scalaris. Fémur (a), Tibia (b).
Creacion propia. Creacion propia
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Imagen 15. Aparatos reproductores de M. scalaris.
Macho (A), epandrium (a), Hembra (B), sexto terguito (b).
Creacion propia.

Tratamiento Imago Imago Ala Ala
Hembra Macho Hembra Macho
Blanco 2.9053 £0.225 2.4453 + 0.058 2.5533 +0.102 1.8700 + 0.186
0.1 pg/mL 2.8833 £0.247 2.4313 + 0.057 2.5540 + 0.106 1.8873 +0.116
0.3 pg/mL 2.8920 £0.232 2.4460 + 0.103 2.5466 + 0.115 1.8846 + 0.129
0.5 pg/mL 2.8826 £0.242 2.4453 + 0.091 2.5600 + 0.098 1.8780 + 0.140

Tabla 13. Longitud promedio de imagos (hembra, macho) y alas de imagos a diferentes
concentraciones de malation.

Las caracteristicas morfologicas principales de todos los imagos (hembra,
machos) que emergieron de cada tratamiento se observaron con el microscopio
estereoscopico, para determinar si el malation afecto en la morfologia (ver anexo
13 y 14). Las estructuras descritas anteriormente se encontraban en todos los
imagos, sin tener ninguna anomalia, ni diferencia en la morfologia

De cada tratamiento se eligieron al azar 15 imagos de cada sexo para medir su
longitud de cuerpo completo y alas, para observar si el malatién afecto la longitud
de los imagos. Se realizd una prueba de ANOVA (ver anexol2), la cual demuestra
gue no existe ninguna diferencia significativa en la longitud del cuerpo ni en sus
alas de los imagos de ambos sexos (Tabla 13).

La descripcion morfolégica es de gran importancia para la identificacion
taxondmica de cada especie, para el género Megaselia es un tanto complicado,
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debido a que la mayoria de las especies, aproximadamente 1400 (Disney, 2008),
presentan caracteristicas similares, por lo que las claves morfolégicas no
describen a la mayoria y son dificiles de utilizar en las diferentes etapas de sus
estadios, lo que ha llevado a los entomodlogos en las Ultimas décadas ha
implementar nuevas formas de identificacion de las especies, como es la
identificacion de ADN y ARN mitocondrial.

El genoma de M. scalaris ya ha sido secuenciado (Rasmussen y Noor, 2009.,
Boehme et al, 2010., Cho et al, 2013) por lo que su identificaciébn con base en
estos métodos es confiable. En los resultados obtenidos no se observd ninguna
alteracion para la morfologia, sin embargo, cabe mencionar que puede existir la
posibilidad que el malation afecte a nivel molecular.
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9. Conclusiones

El ciclo de vida de M. scalaris desde la eclosién del huevo hasta la emergencia de
los imagos en el medio de cultivo blanco a una temperatura de 25°C, tuvo una
duracion de 480 HDA (imago hembra) y 456 HDA (imago macho).

La concentracion minima inhibitoria del malatién en huevos de M. scalaris es de
0.271 pg/mL. El malation a concentraciones mayores de 1 pg/mL no permite la
eclosion de los huevos.

Las larvas del primer estadio, su CLso de malation es de 1.993 ug/mL, se observé
gue a concentraciones mayores a 1 pg/mL no llegan a concluir su ciclo de vida,
muriendo en el estadio de larva o en el estadio de pupa.

El malation en los imagos machos fue mas toxico teniendo una CLso de 9.016
Mg/mL, en cuanto las hembras, su CLso fue de 9.572 pg/mL los machos.

Se demostro que el malation retrasa la tasa de crecimiento larval, afectando tanto
la longitud como el ancho de la larva. En cuanto al crecimiento de la longitud el
malation solo afecto significativamente en concentraciones de 0.5, 1y 3 ug/mL, a
diferencia del crecimiento del ancho que fue afectado significativamente con
concentraciones mas bajas, las cuales fueron de 0.1, 0.3 y 0.5 pg/mL.

El malation no afecto el tiempo del estadio de pupa, ni la talla y morfologia de los
imagos que emergieron, pero el ciclo de vida total desde la eclosion del huevo
hasta la emergencia de los imagos se vio afectado, retrasando de 24 a 48 h el
ciclo. Por lo que se puede llegar a ver afectado la estimacion del IPM si hay
presencia de malation.
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11. Anexo

1.- Composicién del medio de cultivo.

Ingredientes Para 250 mL de agua Para 500 mL de agua
Harina 26449 52.8¢g
Azlcar 33.75¢g 6759
Levadura 18.125 g 36.25¢
Agar 25¢g 59
Nipagin 6.6x10“4 M 3 gotas 6 gotas
Propionato de sodio 5mL 10 mL
0.008M

2.- Preparacién del medio de cultivo utilizado para Megaselia scalaris

*

=+ + + F

El agua se pone a calentar en una parrilla a 200°C, una vez que esta tibia,
se agrega la harina, azucar, levadura y el agar.

La mezcla se tiene que mantener todo el tiempo en movimiento ya que se
puede quemar muy facilmente y tiende a hacerse espuma.

Cuando la mezcla se vea de una consistencia viscosa se retira de la
parrilla, sin dejar de mover.

Se agrega el propionato de sodio y el nipagini (no importa si aun esta
caliente la mezcla)

Se deja solidificar por un dia.

Antes de pasar las moscas al medio, se tiene que espolvorear muy poca
levadura sobre el medio.
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3.- Propiedades fisico-quimicas del malatién

Clasificacion Organofosforado
Formula quimica C10H1006PS2
Peso molecular 330.36
Punto de fusion 29°C
Punto de ebullicion 156-157°C

Densidad 1,23 g/cm® a 25°C
soluble en solventes
N organicos; poco soluble en
Solubilidad éter de petréleo y en ciertos

aceites minerales

Presion de vapor 5.3 mPa

Liquido incoloro en estado
puro o liquido color café
oscuro a amarillo dependiendo
su estado de pureza, con olor
a derivado fosforico

Aspecto

4.- Prueba t-student para dos muestras suponiendo varianzas similares entre
las mediciones de longitud larval, calculado con el software Microsoft Excel.

vernier programas
Media 0.79733333 0.79666667
Varianza 0.00042095 0.00038095
Observaciones 15 15
Coeficiente de correlacidn de Pearson 0.9394117
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 0.36689969
P(T<=t) una cola 0.35959001
Valor critico de t (una cola) 1.76131012
P(T<=t) dos colas 0.71918001
Valor critico de t (dos colas) 2.14478668
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5.- Concentracién minima inhibitoria de malation para la eclosion de huevos

de Megaselia scalaris, calculado con el software IBM SPSS.

95% de limites de confianza para CLso huevos

Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior
PROBIT .010 0.271 0.176 0.349
.020 0.309 0.210 0.387
.030 0.335 0.235 0.414
.040 0.357 0.256 0.435
.050 0.375 0.274 0.453
.060 0.392 0.290 0.469
.070 0.407 0.305 0.484
.080 0.421 0.320 0.497
.090 0.434 0.333 0.510
.100 0.447 0.346 0.521
.150 0.502 0.405 0.574
.200 0.551 0.458 0.621
.250 0.597 0.508 0.664
.300 0.641 0.558 0.707
.350 0.685 0.606 0.751
.400 0.730 0.655 0.797
.450 0.776 0.703 0.846
.500 0.824 0.752 0.900
.550 0.875 0.802 0.962
.600 0.930 0.853 1.031
.650 0.991 0.906 1.112
.700 1.059 0.963 1.208
.750 1.138 1.027 1.324
.800 1.232 1.100 1.468
.850 1.352 1.189 1.660
.900 1.521 1.310 1.941
.910 1.564 1.341 2.016
.920 1.613 1.375 2.102
.930 1.669 1.413 2.199
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.940 1.733 1.457 2.314

.950 1.809 1.508 2.453
.960 1.903 1.571 2.627
.970 2.025 1.652 2.858
.980 2.199 1.765 3.197
.990 2.506 1.958 3.818

Se ha encontrado la soluciéon

NUmero de iteraciones Optima
PROBIT 18 Si
Intervalo de confianza de
95 %
Limite
Pardmetro Estimacion  Desv. Error Z Sig. Limite inferior  superior
PROBIT? ClLso 4.817 0.667 7.217 0.000 3.509 6.125
huevos
Interseccion 0.405 0.106 3.832 0.000 0.299 0.510

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo
10.000 base.)

CLso huevos Respuesta natural
PROBIT CLso huevos 0.446 0.719
Respuesta natural 0.019 0.002

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).

Estimacion de tasa de respuesta natural

Estimacion Desv. Error
PROBIT 0.000 0.040
Chi-cuadrado glP Sig.
PROBIT Prueba de 1.0002
bondad de ajuste 5.901 24

de Pearson
a. Puesto que el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza el factor de
heterogeneidad en el célculo de los limites de confianza.
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b. Las estadisticas basadas en casos individuales difieren de las estadisticas basadas

en casos agregados.

6.- CLso de malation en larvas de primer estadio de Megaselia scalaris,
calculado con el software IBM SPSS.

95% de limites de confianza para CLso larvas de primer

estadio

Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior
PROBIT .010 0.167 0.049 0.319
.020 0.223 0.074 0.399
.030 0.269 0.097 0.459
.040 0.308 0.119 0.511
.050 0.345 0.140 0.557
.060 0.380 0.161 0.600
.070 0.414 0.182 0.641
.080 0.446 0.203 0.679
.090 0.478 0.224 0.716
.100 0.509 0.246 0.752
.150 0.660 0.358 0.923
.200 0.813 0.483 1.088
.250 0.971 0.622 1.256
.300 1.140 0.778 1.433
.350 1.322 0.954 1.625
.400 1.522 1.153 1.840
.450 1.744 1.375 2.088
.500 1.993 1.622 2.387
.550 2.279 1.891 2.758
.600 2.611 2.183 3.234
.650 3.006 2.505 3.856
.700 3.486 2.867 4.686
.750 4.091 3.293 5.826
.800 4.889 3.819 7.469
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.850 6.017 4518 10.025

.900 7.813 5.557 14.580
.910 8.322 5.840 15.968
.920 8.912 6.162 17.630
.930 9.610 6.535 19.660
.940 10.454 6.978 22.209
.950 11.508 7.518 25.527
.960 12.882 8.204 30.070
.970 14.798 9.132 36.789
.980 17.794 10.525 48.120
.990 23.793 13.156 73.518

Se ha encontrado la soluciéon

NUmero de iteraciones Optima
PROBIT 11 Si
Intervalo de confianza de
95 %

Desv. Limite
Pardmetro Estimacion Error A Sig. Limite inferior  superior

PROBIT? concentracion 2.160 0.352 6.143 0.000 1.471 2.850

Interseccién -0.647 0.150 -4.314 0.000 -0.797 -0.497

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccién + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo 10.000

base.)

Chi-cuadrado glP Sig.
PROBIT Prueba de bondad
de ajuste de 17.214 10 .0702
Pearson

a. Puesto que el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza el factor de
heterogeneidad en el célculo de los limites de confianza.

b. Las estadisticas basadas en casos individuales difieren de las estadisticas basadas
en casos agregados.
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Recuentos de casilla y residuos

Numero de Respuestas Respuestas

NUmero concentracion sujetos observadas esperadas Residuo Probabilidad

PROBIT 1 0.000 20 7 5.175 1.825 0.259
2 0.000 20 7 5.175 1.825 0.259
3 0.000 20 7 5.175 1.825 0.259
4 0.301 20 8 10.024 -2.024 0.501
5 0.301 20 9 10.024 -1.024 0.501
6 0.301 20 8 10.024 -2.024 0.501
7 0.477 20 11 12.986 -1.986 0.649
8 0.477 20 9 12.986 -3.986 0.649
9 0.477 20 10 12.986 -2.986 0.649
10 0.699 20 18 16.117 1.883 0.806
11 0.699 20 19 16.117 2.883 0.806
12 0.699 20 19 16.117 2.883 0.806

7.- CLsp de malatiéon en Imago Hembra de Megaselia scalaris, calculado con
el software IBM SPSS.

95% de limites de confianza para ClLso Imago Hembra

Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior
PROBIT .010 6.082 4.737 6.927
.020 6.414 5.122 7.215
.030 6.634 5.382 7.405
.040 6.805 5.586 7.551
.050 6.946 5.757 7.673
.060 7.070 5.907 7.778
.070 7.179 6.041 7.872
.080 7.279 6.164 7.957
.090 7.371 6.278 8.035
.100 7.456 6.384 8.108
.150 7.821 6.841 8.420
.200 8.124 7.225 8.680
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.250 8.393 7.568 8.914

.300 8.642 7.885 9.134
.350 8.879 8.187 9.348
.400 9.111 8.477 9.563
.450 9.340 8.760 9.784
.500 9.572 9.038 10.018
.550 9.809 9.311 10.272
.600 10.056 9.583 10.553
.650 10.318 9.854 10.871
.700 10.602 10.129 11.237
.750 10.917 10.416 11.668
.800 11.278 10.726 12.187
.850 11.714 11.082 12.842
.900 12.288 11.529 13.737
.910 12.430 11.637 13.966
.920 12.587 11.756 14.219
.930 12.762 11.886 14.503
.940 12.960 12.033 14.828
.950 13.189 12.202 15.209
.960 13.464 12.402 15.671
.970 13.810 12.651 16.260
.980 14.283 12.988 17.080
.990 15.063 13.533 18.462

Se ha encontrado la solucién

NUmero de iteraciones Optima
PROBIT 27 Si
Intervalo de confianza de 95
%

Limite
Pardmetro Estimacion Desv. Error z Sig. Limite inferior superior

PROBIT?2 concentracion 11.814 1.968 6.003  0.000 7.957 15.671

Interseccion -11.590 1.977 -5.863  0.000 -13.566 -9.613

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo 10.000
base.)
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concentracion Respuesta natural

PROBIT concentracion 3.873 0.195
Respuesta natural 0.007 0.000

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).
Estimacion de tasa de respuesta natural

Estimacion Desv. Error
PROBIT 0.034 0.017
Chi-cuadrado glb Sig.
PROBIT Prueba de
bondad de ajuste 12.687 27 .9912
de Pearson

a. Puesto que el nivel de significacion es mayor que .050, no se utiliza el factor de
heterogeneidad en el calculo de los limites de confianza.

b. Las estadisticas basadas en casos individuales difieren de las estadisticas basadas en

casos agregados.

Recuentos de casilla y residuos

NUmero de Respuestas Respuestas

Numero concentracion sujetos observadas esperadas Residuo Probabilidad

PROBIT 1 0.000 10 0 0.343 -0.343 0.034
2 0.000 10 0 0.343 -0.343 0.034
3 0.000 10 0 0.343 -0.343 0.034
4 0.301 10 0 0.343 -0.343 0.034
5 0.301 10 0 0.343 -0.343 0.034
6 0.301 10 0 0.343 -0.343 0.034
7 0.477 10 1 0.343 0.657 0.034
8 0.477 10 0 0.343 -0.343 0.034
9 0.477 10 0 0.343 -0.343 0.034
10 0.699 10 1 0.347 0.653 0.035
11 0.699 10 1 0.347 0.653 0.035
12 0.699 10 1 0.347 0.653 0.035
13 0.903 10 3 2.069 0.931 0.207
14 0.903 10 2 2.069 -0.069 0.207
15 0.903 10 3 2.069 0.931 0.207
16 0.954 10 4 3.974 0.026 0.397
17 0.954 10 4 3.974 0.026 0.397
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

0.954
1.000
1.000
1.000
1.041
1.041
1.041
1.079
1.079
1.079
1.176
1.176
1.176

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
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3.974
6.029
6.029
6.029
7.704
7.704
7.704
8.812
8.812
8.812
9.898
9.898
9.898

0.026
-1.029
-1.029
-1.029
-0.704
0.296
-0.704
0.188
0.188
1.188
0.102
0.102
0.102

0.397
0.603
0.603
0.603
0.770
0.770
0.770
0.881
0.881
0.881
0.990
0.990
0.990

8.- CLso de malation

software IBM SPSS.

en Imago Macho de Megaselia scalaris, calculado con el

95% de limites de confianza para CLso Imago Macho

Probabilidad Estimacion Limite inferior Limite superior
PROBIT .010 6.255 4.997 7.013
.020 6.528 5.327 7.246
.030 6.708 5.547 7.399
.040 6.847 5.718 7.516
.050 6.962 5.861 7.613
.060 7.061 5.986 7.697
.070 7.149 6.097 7.771
.080 7.229 6.198 7.838
.090 7.303 6.291 7.900
.100 7.371 6.378 7.957
.150 7.661 6.750 8.202
.200 7.899 7.059 8.404
.250 8.109 7.332 8.584
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.300 8.303 7.584 8.752

.350 8.486 7.823 8.914
.400 8.664 8.052 9.075
.450 8.840 8.276 9.238
.500 9.016 8.497 9.408
.550 9.196 8.717 9.589
.600 9.383 8.936 9.787
.650 9.579 9.157 10.008
.700 9.791 9.382 10.262
.750 10.025 9.614 10.561
.800 10.292 9.863 10.924
.850 10.612 10.142 11.383
.900 11.029 10.484 12.011
.910 11.132 10.566 12.170
.920 11.245 10.655 12.347
.930 11.371 10.752 12.546
.940 11.513 10.862 12.772
.950 11.677 10.986 13.037
.960 11.873 11.134 13.356
.970 12.118 11.316 13.762
.980 12.452 11.560 14.322
.990 12.998 11.952 15.258

Se ha encontrado la solucién

NUmero de iteraciones Optima
PROBIT 26 Si
Intervalo de confianza de 95
%

Limite

Pardmetro Estimacion Desv. Error Z Sig. Limite inferior superior

PROBIT? concentracion 14.647 2.513 5.829 0.000 9.722 19.572
Interseccion -13.988 2.475 -5.651 0.000 -16.463 -11.513

a. Modelo PROBIT: PROBIT(p) = Interseccion + BX (Las covariables X se transforman utilizando el logaritmo 10.000
base.)

63



concentracion Respuesta natural
PROBIT concentracion 6.314 0.168

Respuesta natural 0.010 0.001

Covarianzas (abajo) y correlaciones (arriba).

Estimacién de tasa de respuesta natural®

Estimacion Desv. Error
PROBIT 0.068 0.023
Chi-cuadrado gl° Sig.
PROBIT Prueba
de 16.201 27 .9492
bondad
de ajuste
de
Pearson

a. Puesto que el nivel de significacién es mayor que .050, no se

utiliza el factor de heterogeneidad en el célculo de los limites de
confianza.

b. Las estadisticas basadas en casos individuales difieren de las
estadisticas basadas en casos agregados.

Recuentos de casilla y residuos

NUmero de  Respuestas Respuestas

Numero concentracion sujetos observadas  esperadas Residuo Probabilidad

PROBIT 1 0.000 10 0 0.683 -0.683 0.068
2 0.000 10 0 0.683 -0.683 0.068
3 0.000 10 0 0.683 -0.683 0.068
4 0.301 10 0 0.683 -0.683 0.068
5 0.301 10 0 0.683 -0.683 0.068
6 0.301 10 0 0.683 -0.683 0.068
7 0.477 10 1 0.683 0.317 0.068
8 0.477 10 1 0.683 0.317 0.068
9 0.477 10 0 0.683 -0.683 0.068
10 0.699 10 2 0.683 1.317 0.068
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1.317
1.317
0.236
0.236
1.236
-0.298
-0.298
-0.298
-0.624
-0.624
-0.624
-0.041
-0.041
-0.041
0.321
0.321
0.321
0.006
0.006
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0.068
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0.276
0.276
0.276
0.530
0.530
0.530
0.762
0.762
0.762
0.904
0.904
0.904
0.968
0.968
0.968
0.999
0.999
0.999

9.- Pruebas estadisticas Kruskal Wallis y U de Mann Whitney aplicadas a
tasas de crecimiento de Longitud, calculado con el software IBM SPSS.

N Media
Blanco 15 0.002139814814815
0.1 pg/mL 15 0.002150925925926
0.3 pg/mL 15 0.002104691358025
0.5 pg/mL 15 0.001944231200898
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1.0 pg/mL 15 0.001576683501684
3 pg/mL 15 0.001153703703704
Total 90 0.001845008417509

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
TASA DE Se basa en la media 5.198 5 84 0.000
CRECIMIENTO
LONGITUD Se basa en la 4.057 5 84 0.002
mediana
Se basa en la 4.057 5 33.831 0.005
medianay con gl
ajustado
Se basa en la media 5.143 5 84 0.000
recortada
Resumen de contrastes de hipétesis
Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
1 La distribucion de TASA Prueba de Kruskal-Wallis 0.000 Rechace la
DE CRECIMIENTO para muestras hipétesis nula.

LONGITUD es la misma independientes
entre categorias de ID.

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significacién es de .050.

Prueba de Kruskal-Wallis para
muestras independientes

Resumen de prueba Kruskal-Wallis de muestras
independientes

N total 90
Estadistico de prueba 78.7752
Grado de libertad 5
Sig. asintdtica (prueba bilateral) 0.000

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.
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Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

TASA DE CRECIMIENTO LONGITUD
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Prueba de U de Mann Whitney

Estadistico de Desv. Estadistico Sig.
Sample 1-Sample 2 prueba Desv. Error de prueba Sig. ajustada®
3 pg/mL-1.0 pg/mL 14.867 9.539 1.558 0.119 1.000
3 pg/mL-0.5 pg/mL 29.933 9.539 3.138 0.002 0.026
3 pg/mL-0.3 pg/mL 51.867 9.539 5.437 0.000 0.000
3u g/mL-blanco 63.233 9.539 6.629 0.000 0.000
3u g/mL-0.1 pg/mL 64.700 9.539 6.782 0.000 0.000
1.0 ug/mL-0.5 pg/mL 15.067 9.539 1.579 0.114 1.000
1.0 pg/mL-0.3 pg/mL 37.000 9.539 3.879 0.000 0.002
1.0 pg/mL-blanco 48.367 9.539 5.070 0.000 0.000
1.0 pg/mL-0.1 pg/mL 49.833 9.539 5.224 0.000 0.000
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0.5 pg/mL-0.3 pg/mL
0.5 pg/mL-blanco
0.5 pg/mL-0.1 pg/mL
0.3 pg/mL-blanco
0.3 pg/mL-0.1 pg/mL
blanco-0.1 pg/mL

21.933
33.300
34.767
11.367
12.833
-1.467

9.539 2.299
9.539 3.491
9.539 3.645
9.539 1.192
9.539 1.345
9.539 -0.154

0.021
0.000
0.000
0.233
0.179
0.878

0.322
0.007
0.004
1.000
1.000
1.000

Cada fila prueba la hipétesis nula que las distribuciones de la Muestra 1 y la Muestra 2 son iguales.

Se visualizan las significaciones asintéticas (pruebas bilaterales). El nivel de significacion es de .05.

10.- Pruebas estadisticas ANOVA y Tukey aplicadas a tasas de crecimiento

de Ancho, calculado con el software IBM SPSS.

N Media
Blanco 15 0.000453858024692
0.1 pg/mL 15 0.000432804232805
0.3 pg/mL 15 0.000392530864198
0.5 pg/mL 15 0.000348451178452
Total 60 0.000406911075037
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
TASA DE Se basaen la 2.451 3 56 0.073
CRECIMIENTO media
ANCHO Se basa en la 2.206 3 56 0.097
mediana
Se basa en la 2.206 3 46.162 0.100
mediana y con gl
ajustado
Se basa en la 2.571 3 56 0.063

media recortada
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ANOVA

TASA DE
CRECIMIENTO
ANCHO
Media
Suma de cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 0.000 3 0.000 89.939 0.000
Dentro de grupos 0.000 56 0.000
Total 0.000 59

Pruebas robustas de igualdad de medias

TASA DE CRECIMIENTO
ANCHO

Estadistico® gll gl2 Sig.

Welch 81.316 3 29.618 0.000

a. F distribuida de forma asintética

ga”ab"? . TASA DE CRECIMIENTO ANCHO
ependiente:
HSD Tukey
(I) Identificacion Diferencia de medias (I-J) Sig.
Blanco 0.1 pg/mL .000021053791887" 0.019
0.3 pg/mL .000061327160494" 0.000
0.5 pg/mL .000105406846240" 0.000
0.1 pg/mL Blanco -.000021053791887" 0.019
0.3 pg/mL .000040273368607" 0.000
0.5 pg/mL .000084353054353" 0.000
0.3 pg/mL Blanco -.000061327160494" 0.000
0.1 pg/mL -.000040273368607" 0.000
0.5 pg/mL .000044079685746" 0.000
0.5 ug/mL Blanco -.000105406846240 0.000
0.1 pg/mL -.000084353054353" 0.000
0.3 pg/mL -.000044079685746" 0.000
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11.- Pruebas de ANOVA y Tukey aplicada a Longitud de Pupas, calculado
con el software IBM SPSS.

95% del intervalo de
confianza para la

media
LONGITUD Desv. Limite Limite
PUPA N Media Desviacion  Desv. Error inferior superior Minimo Méximo
Blanco 15 3.4387 0.45942 0.11862 3.1842 3.6931 2.53 4.31
0.1 ug/mL 15 3.5513 0.36559 0.09439 3.3489 3.7538 2.89 4.54
0.3 ug/mL 15 3.4327 0.35294 0.09113 3.2372 3.6281 2.78 4.04
0.5 ug/mL 15 3.3853 0.40479 0.10452 3.1612 3.6095 2.27 4.03
Total 60 3.4520 0.39245 0.05066 3.3506 3.5534 2.27 4.54

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.
LONGITUD Se basa en la media 0.254 3 56 0.858
PUPA
Se basa en la mediana 0.245 3 56 0.864
Se basa en la mediana y con 0.245 3 51.636 0.864
gl ajustado
Se basa en la media 0.250 3 56 0.861
recortada
ANOVA
LONGITUD PUPA
Media
Suma de cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 0.223 3 0.074 0.470 0.705
Dentro de grupos 8.864 56 0.158
Total 9.087 59

Pruebas robustas de igualdad de medias
LONGITUD PUPA

Estadistico® gll gl2 Sig.

Welch 0.500 3 30.982 0.685

a. F distribuida de forma asintética
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Comparaciones multiples

Variable LONGITUD
dependiente: PUPA
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Diferencia de Limite Limite
() Identificacion medias (I-J) Desv. Error Sig. inferior superior
Blanco 0.1 pg/mL -0.11267 0.14527 0.865 -0.4973 0.2720
0.3 pg/mL 0.00600 0.14527 1.000 -0.3787 0.3907
0.5 pg/mL 0.05333 0.14527 0.983 -0.3313 0.4380
0.1 pg/mL Blanco 0.11267 0.14527 0.865 -0.2720 0.4973
0.3 pg/mL 0.11867 0.14527 0.846 -0.2660 0.5033
0.5 pg/mL 0.16600 0.14527 0.665 -0.2187 0.5507
0.3 pg/mL Blanco -0.00600 0.14527 1.000 -0.3907 0.3787
0.1 pg/mL -0.11867 0.14527 0.846 -0.5033 0.2660
0.5 pg/mL 0.04733 0.14527 0.988 -0.3373 0.4320
0.5 pg/mL Blanco -0.05333 0.14527 0.983 -0.4380 0.3313
0.1 pg/mL -0.16600 0.14527 0.665 -0.5507 0.2187
0.3 pg/mL -0.04733 0.14527 0.988 -0.4320 0.3373

12.- Pruebas de ANOVA aplicado a longitud de imagos (macho, hembra) y
alas, calculado con el software Microsoft Excel.

Analisis de varianza de un factor
longitud de imagos machos

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Blanco 15 36.68 2.44533333 0.00344095
0.1 pug/mL 15 36.47 2.43133333 0.02892667
0.3 ug/mL 15 36.69 2.446 0.01066857
0.5 pug/mL 15 36.68 2.44533333 0.0083981
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ANALISIS

DE
VARIANZA
Origen de Grados
las Suma de de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos 0.00228 3 0.00076 0.059104544 0.98096741 2.769430949
Dentro de
los grupos  0.72008 56 0.012858571
Total 0.72236 59

Analisis de varianza de un factor
longitud ala machos

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Blanco 15 28.05 1.87 0.0349
0.1 pug/mL 15 28.31 1.88733333 0.01364952
0.3 pug/mL 15 28.27 1.88466667 0.01672667
0.5 ug/mL 15 28.17 1.878 0.01970286
ANALISIS
DE
VARIANZA
Origen de Grados
las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre
grupos  0.002693333 3 0.000897778 0.042258783 0.988310327 2.769430949
Dentro de
los grupos 1.189706667 56 0.021244762
Total 1.1924 59
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Analisis de varianza de un factor
longitud de imagos hembras

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Blanco 15 43,58 2.90533333 0.05094095
0.1 pug/mL 15 43.25 2.88333333 0.06109524
0.3 ug/mL 15 43.38 2.892 0.05396
0.5 pug/mL 15 43.24 2.88266667 0.0589781
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de Grados
las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones  cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.005018333 3 0.001672778 0.029741671 0.993016246
Dentro de
los grupos 3.14964 56 0.056243571

Total 3.154658333 59

2.769430949

Analisis de varianza de un factor

longitud ala
hembras
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Blanco 15 38.3 2.55333333 0.01040952
0.1 pug/mL 15 38.31 2.554 0.01129714
0.3 ug/mL 15 38.2 2.54666667 0.01335238
0.5 pug/mL 15 38.4 2.56 0.00965714
ANALISIS DE
VARIANZA
Origen de Grados Promedio de
las Suma de de los Valor critico
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Entre grupos 0.001338333 3 0.000446111 0.039906003 0.98924911
Dentro de
los grupos 0.626026667 56 0.011179048

Total 0.627365 59

2.769430949
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13.- Fotos de Hembras de Megaselia scalaris. Comparacién morfologica

Cuadro 1. Comparacion morfolégica de imago hembra blanco de Megaselia scalaris con
imago de Hembra en medio con malatién a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL. Creacion propia

Escala = 1mm
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Cuadro 2. Comparacion morfolégica de térax y abdomen de hembra blanco de Megaselia
scalaris con torax y abdomen de hembra en medio con malation a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL .
Creacion propia.

Escala = 1mm
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Blanco

0.3 ug/mL 0.5 pg/mL

Cuadro 3. Comparacion morfoldgica del ojo de hembra blanco de Megaselia scalaris
con ojo de hembra en medio con malatiéon a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL. Creacién propia

Escala = 1mm
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Cuadro 4. Comparacion morfolégica de ala de hembra blanco de Megaselia scalaris con ala
de hembra en medio con malation a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL. Creacion propia.

Escala = 1mm
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14.- Fotos de Machos de Megaselia scalaris. Comparaciéon morfologica

Cuadro 5. Comparacion morfologica de imago macho blanco de Megaselia scalaris con imago
de macho en medio con malatiéon a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL. Creacion propia.

Escala = 1mm
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Cuadro 6. Comparacion morfolégica de térax y abdomen de macho blanco de Megaselia
scalaris con torax y abdomen de macho en medio con malation a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL.
Creacion propia

Escala = 1mm
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Blanco

0.3 pg/mL

Cuadro 7. Comparacion morfolégica del ojo de macho blanco de Megaselia scalaris con ojo
de macho en medio con malatiéon a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL. Creacién propia.

Escala = 1mm
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Cuadro 8. Comparacion morfolégica de ala de macho blanco de Megaselia scalaris con ala de
macho en medio con malation a 0.1, 0.3 y 0. 5 pg/mL. Creacion propia.

Escala = 1mm
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