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RESUMEN

La Entomotoxicologia Forense es una rama relativamente nueva de la Entomologia Forense que
se enfoca principalmente en el anélisis toxicoldgico de los insectos y otros artropodos que se
pueden encontrar en los cadaveres, con el fin de detectar cualitativa y/o cuantitativamente
sustancias toxicas y estudiar el efecto que tienen distintos xenobi6ticos sobre el desarrollo de los
insectos. Esto es de importancia a la hora de aportar informacion sobre la posible causa de
muerte o circunstancias que rodearon a la misma, sobre la procedencia de un cadaver, y/o para
estimar el intervalo post mortem. Entre los insectos que colonizan por primera vez un cadaver se
encuentra Calliphora vicina (Calliphoridae), esta es muy comln en la provincia de Buenos
Aires desde el otofio hasta la primavera, donde las temperaturas fluctdan generalmente entre los
5-30 °C. El glifosato (N-fosfonometilglicina) es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, y
es el plaguicida mas utilizado a nivel mundial. La intoxicacion por glifosato puede ser
accidental o voluntaria. Por lo expuesto, se evalu6 una sobredosis aguda letal en humanos, 4,62
ml/kg de Roundup Full® 11 (sal potésica de N-fosfonometilglicina 66.2% p/v), sobre la duracion
del ciclo de vida, el tamafio (longitud, ancho, y peso corporal), la proporcién de hembras, y la
morfologia de C. vicina. Los resultados obtenidos para las duraciones del ciclo de vida no
mostraron diferencias entre el control y el tratamiento con el herbicida. Tanto el estado de huevo
como los estadios L1y L2 requirieron 1 dia, respectivamente, para cumplir su desarrollo. La L3
necesito 5 dias para mudar a pupa, y este ultimo estado de desarrollo duré en promedio 13 dias
en el tratamiento con el herbicida y 13,5 dias para el control. Los dipteros expuestos al herbicida
tuvieron un ciclo de vida de 21 dias y los del control de 21,5 dias. No se detectd estado de
diapausa. En cuanto al tamarfio de los ejemplares, no hubo diferencias significativas en ninguno
de los parametros evaluados entre el tratamiento con Roundup Full® Il y el control. Tampoco se
evidencio un efecto del herbicida sobre la proporcion de hembras. Igualmente la morfologia
externa no mostré cambios teniendo en cuenta la estructura y la coloracion grosso modo. Para
finalizar, se puede concluir que el Roundup Full® Il no produce efectos en el desarrollo de C.
vicina a la dosis evaluada. Esto implica que la determinacion taxonémica y la estimacion del
intervalo post mortem podrian realizarse sin tener que contemplar anomalias debida al

herbicida.



INTRODUCCION

La Entomotoxicologia Forense es una rama relativamente nueva de la Entomologia Forense que
se enfoca principalmente en el anélisis toxicoldgico de los insectos y otros artrépodos que se
pueden encontrar en los cadaveres, con el fin de detectar cualitativa y/o cuantitativamente
sustancias toxicas (Introna et al., 2001; Zanetti et al., 2019a, 2021), y estudiar el efecto que
tienen distintos xenobidticos sobre el desarrollo de los insectos (George et al., 2009; Zanetti,
2020; Zanetti et al., 2021). También se ocupa de testear métodos para la deteccion de
xenobidticos a partir de muestras de insectos de importancia forense, ya que los insectos
constituyen una alternativa confiable para identificar drogas y toxinas de forma indirecta cuando
no se dispone de muestras necesarias, y constituye muchas veces la Unica evidencia veridica en
un cadaver (Chophi et al., 2019). La Entomotoxicologia Forense puede contribuir en la
estimacion del intervalo post mortem (PMI), es decir, el tiempo que transcurrio desde la muerte
hasta el hallazgo de un cadaver, puede determinar la causa de muerte o brindar informacion
relacionada, e incluso verificar si el cadaver ha sido movido o su procedencia (Amendt et al.,
2011).

Debido a su abundancia y diversidad, los grupos mas relevantes de insectos en las
investigaciones forenses son los dipteros y los coledpteros. Los dipteros de las familias
Calliphoridae, Sarcophagidae y Muscidae, son los primeros en colonizar un cadaver humano
(Byrd & Castner, 2009). Dentro de la familia Calliphoridae se encuentra el género Calliphora
que incluye a la especie Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, vulgarmente conocida como
“mosca azul”. Esta es de gran tamafio, con un abdomen grueso y de color azul grisaceo con
destellos metalicos. Posee el cuerpo piloso, con cerdas de mayor tamafio y grosor en la parte
superior del térax (Byrd & Castner, 2009). Esta especie es cosmopolita y tiene una amplia
distribucion en Argentina, siendo muy comdn en la provincia de Buenos Aires (Mariluis &
Mulieri, 2003). Suele encontrarse desde el otofio hasta la primavera, donde las temperaturas
fluctian generalmente entre 5-30 °C, y presenta variaciones comportamentales en cada gran
zona latitudinal (Oliva, 2001). Se desplaza grandes distancias y se encuentra tanto en ambientes
rurales como sinantropicos (Battan Horenstein et al., 2007), mostrando preferencia por estos
altimos, asi como por situaciones de sombra (Byrd & Castner, 2009).

Los adultos de C. vicina se sienten atraidos por materia organica en descomposicion como
fruta, carne y heces. Sin embargo, las larvas se encuentran principalmente en la carrofia y
presentan importancia forense ya que son extremadamente comunes en caddveres humanos o
animales (Byrd & Castner, 2009) y se las utiliza para establecer un PMI, utilizando el tamafio
(longitud/peso) de la larva como un "reloj bioldgico” (Donovan et al., 2006; Amendt et al.,

2011). C. vicina es considerado un colonizador primario de cadaveres en condiciones de baja
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temperatura (Battan Horenstein et al., 2010). En estudios experimentales, se ha registrado la
llegada de moscas califoridas a cadaveres minutos luego de su exposicién. Las moscas azules
localizan restos humanos y animales en dos pasos: el primero consiste en la deteccion quimica a
través de su antena (olfato) y el segundo, en una busqueda visual. Una vez que localizan el
cuerpo, las moscas gravidas buscan la ubicacién de los orificios naturales u otro sitio de
oviposicion adecuado (Byrd & Castner, 2009). Estos dipteros poseen un tipico desarrollo
holometabolo por lo que los huevos depositados sobre un cadaver eclosionan mas o menos de
manera sincronica emergiendo larvas de aspecto vermiforme (Donovan et al., 2006; Gennard,
2012). Estas presentan una serie de estadios producto de un nimero de mudas constantes. Las
larvas aparecidas tras la eclosion de los huevos se denominan larvas de primer estadio (L1) muy
activas y voraces, con lo gque aumentan rapidamente de tamafio y mudan a larvas de segundo
estadio (L2) en pocas horas. Estas, a su vez, se siguen alimentando y aumentando de tamafio,
mudando a larvas de tercer estadio (L3). Este Gltimo sigue su crecimiento, alimentandose
avidamente, hasta alcanzar un tamafio en el cual cesan dicha actividad (este estadio se suele
denominar post alimenticio) y entonces abandonan la fuente de alimento, se entierran e inician
el proceso de pupacion. Las pupas cambian de color a lo largo del desarrollo, tienen una forma
ovalada y en algunos casos pueden ingresar en diapausa (Donovan et al., 2006). Al final del
ciclo de vida, emerge el adulto rompiendo el pupario con el ptilium. El desarrollo puede ser
influenciado por diversos factores ambientales, tales como temperatura, alimento, region
geografica, etc. (Kaneshrajah & Turner, 2004; Donovan et al., 2006; Johnson & Wallman,
2014).

Ademas de su importancia forense, la especie también tiene valor veterinario y médico, ya
que puede causar miasis facultativa en vertebrados y las moscas adultas pueden ser vectores
mecanicos de virus, bacterias, hongos, protozoos y helmintos (Araghi et al., 2015). También las
larvas de mosca azul cumplen funcién ecol6gica por su rol en la descomposicion de cadaveres
en el medio ambiente y en el reciclaje de nutrientes (Byrd & Castner, 2009).

Tanto por su importante funcion ecoldgica y forense, el desarrollo de C. vicina ha sido
estudiado bajo distintas variables que podrian afectar su tasa de crecimiento. Algunas de estas
variables son: la temperatura (Donovan et al., 2006; Defilippo et al., 2013), los tipos de tejido
(Kaneshrajah & Turner, 2004; Bernhardt et al., 2017), la densidad larval (Johnson & Wallman,
2014), y sustancias toxicas o xenobioticos que pueden provocar la muerte (O’Brien & Turner,
2004; Zanetti, 2020). En cuanto a los xenobidticos, distintos estudios demuestran que el
desarrollo de los insectos o artropodos pueden verse afectados cuando ciertos compuestos se
encuentran en su fuente de alimento. Hay estudios que indican que las tasas de crecimiento o
desarrollo de algunos estados (o incluso de estadios larvales) pueden verse alterados o
inalterados dependiendo de distintos factores como la especie, el tipo de xenobidtico, la

concentracion, la dosis, etc., y esto puede influenciar o no la estimacion del PMI, conduciendo
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por ejemplo a una sobreestimacion o subestimacién del mismo (O’Brien & Turner, 2004;
George et al., 2009; Zanetti, 2020; Zanetti et al., 2021).

El glifosato (N-fosfonometilglicina) es un herbicida de amplio espectro, no selectivo, post-
emergente y universal. La empresa Monsanto lo comercializa bajo el nombre Roundup®
(Agostini et al., 2020). Actualmente es el plaguicida mas utilizado a nivel mundial (Mesnage et
al., 2015) y en Argentina, es el herbicida més aplicado de forma intensiva en una amplia
variedad de cultivos (Anguiano & Ferrari, 2019). Se lo utiliza principalmente para eliminar
plantas no deseadas como pastos anuales y perennes, hierbas de hoja ancha y especies lefiosas
(Cortina et al., 2017). El glifosato actia de forma sistémica reduciendo el crecimiento de las
plantas al inhibir la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa. La misma participa en la
via de sintesis de aminoacidos aromaticos presentes en plantas (Mesnage et al., 2015). También
se ha demostrado que modularia la citocromo P450 de las plantas (Richards et al., 2005).

Desde su introduccidn, la formulacion de glifosato ha sido promocionada como el herbicida
mMAas seguro, por su baja toxicidad aguda para el ser humano y el ambiente. Fue clasificado por la
Organizacion Mundial de la Salud como grupo 1V, esto significa que en condiciones normales
de uso no ofrece peligro de toxicidad aguda. Esta falsa sensacién de inocuidad promovié tanto
su facil acceso como su manipulacién desprotegida (Cuhra et al., 2016).

Los pesticidas a base de glifosato contienen ademas del ingrediente principal, otras
sustancias cuya funcion es facilitar su manejo o aumentar su eficacia, y pueden ser igual 0 mas
responsables de los efectos adversos en la poblacién expuesta que el glifosato por si mismo.
Entre tales sustancias, el surfactante polioxietil amina (POEA) puede ser el agente toxico
primario en el herbicida. La toxicidad de las formulaciones que contiene este herbicida es
complejay por ende depende de todos los componentes de la mezcla (Mesnage et al., 2015).

El metabolismo del glifosato en humanos no es muy conocido, se sabe que una de las formas
en que actla es inhibiendo enzimas de la familia del citocromo P450 (Richard et al., 2005). En
un estudio con ratas Sprague-Dawley se detectd que después de una ingesta oral, el glifosato es
absorbido por el tracto gastrointestinal y eliminado en orina y heces. La eliminacion ocurre
rdpidamente de la mayoria de los tejidos, con excepcién del hueso donde permanece durante
largos periodos (Brewster et al., 1991).

La exposicion a glifosato puede tener distintos efectos neuroldgicos, teratogénicos,
mutagénicos, cancerigenos, inmunoldgicos, respiratorios y reproductivos (Mesnage et al., 2015;
Cortina et al., 2017; Anguiano & Ferrari, 2019; Agostini et al., 2020). La intoxicacion por
glifosato puede ser accidental o voluntaria. Durante el afio 2016 las intoxicaciones con
pesticidas representaron el 20% de las causas de suicidio alrededor del mundo (Anchia-Jiménez
et al., 2021); y actualmente es el método més frecuente de intentos suicidas no mortales (OMS y
FAO, 2019). Paises de Asia, Centro y Sudamérica, dedicados principalmente a actividades

agricolas son los que reportan mayores intoxicaciones con plaguicidas como método suicida
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(Anchia-Jiménez et al., 2021). Los sintomas que ocasiona la intoxicacion son muy diversos tales
como, vomito, dolor abdominal, infecciones gastrointestinales, etc., incluyendo mortalidad
(Chen et al., 2009). En Argentina se presentd informacion de dos casos letales ocurridos en
Santa Fe durante el afio 2005 (Prada et al., 2005). Hay que tener en cuenta que la informacion
sobre suicidios en nuestro pais, asi como en otros lugares, es escasa y/o de dificil acceso (Arias
& Blanco, 2010; Fritschy, 2012; UNICEF, 2019).

Algunos trabajos han estudiado los efectos del glifosato en artropodos. Entre ellos se evalto
la toxicidad cronica y aguda del glifosato y/o formulaciones del mismo en crustaceos (Gill et
al.,, 2017). Actualmente, no existe mucha bibliografia sobre los efectos del herbicida
(independientemente de su forma) en insectos. Schneider et al. (2009) analizaron en
Chrysoperla externa Hagen, las alteraciones que el glifosato (en la concentracion nominal
méaxima registrada en el campo) podria ocasionar en parametros poblacionales, reproductivos y
en el desarrollo. En otro trabajo, se estudiaron las posibles consecuencias del glifosato en la
tabla de vida de Metopolophium dirhodum Walker (Saska et al., 2016). La Dra. Zanetti
comenzé a estudiar el efecto del glifosato, utilizando la formulacion Roundup Full® Il (RFII),
sobre el desarrollo de Dermestes maculatus DeGeer y Lucilia sericata Meigen bajo condiciones
controladas. Estos son insectos de importancia forense, sanitaria, veterinaria y econémica (Byrd
& Castner, 2010, Zanetti et al., 2015, 2019b). Los datos obtenidos forman parte de un articulo
que fue enviado a una revista para ser publicados. También la Dra. Zanetti estudio el efecto de
una dosis mayor de RFII a la evaluada en esta tesis de licenciatura en el desarrollo de C. vicina
y comenz0 a analizar la dosis aqui descrita.

Por todo lo anteriormente expuesto, esta tesis tuvo como objetivo examinar la dosis de RFII
de 4,62 ml/kg sobre el desarrollo de C. vicina (Diptera: Calliphoridae), evaluando el ciclo de

vida, el tamafio, la morfologia externa grosso modo y la proporcién de hembras.

Hipotesis

La dosis de 4,62 ml/kg de Roundup Full® Il afecta de forma significativa la duracion del ciclo
de vida, el tamafio, la morfologia externa grosso modo y proporcion de hembras de Calliphora

vicina (Diptera: Calliphoridae).



MATERIALES Y METODOS

En el desarrollo de esta tesina se llevaron a cabo tareas de campo y de laboratorio. El trabajo a
campo consistié en colocar trampas cebadas en los que se recolectaron huevos de C. vicina. En
el laboratorio se aplicaron los protocolos para el mantenimiento de las colonias, la preparacion
de la dieta, los experimentos y el analisis de la influencia de RFII (4,62 ml/kg), sobre el
desarrollo de los dipteros.

Tareas de campo

Obtencidn de ejemplares

Durante el otofio, se colocaron trampas cebadas en dos sitios de la ciudad de Bahia Blanca,
Prov. de Buenos Aires, Argentina, uno en Villa Mitre (-38.735558, -62.2484378,17) y otro en
Nueva Belgrano (-38.6780218, -62.3010669,17). Estos se seleccionaron por la posibilidad de
acceder y manejar facilmente las trampas. Las mismas se confeccionaron con botellas de
plastico, cubiertas internamente con retazos de bolsa plastica en los que se colocaron trozos de
rifién, pulman, higado y/o patitas de cerdo doméstico, a modo de cebo (Figura 1). Las trampas
cebadas se colocaron en arboles o bajo techo para protegerlos de la lluvia y del sol directo, y se
revisaron diariamente cada 2 horas en busca de huevos de C. vicina. Esta busqueda se
intensificd durante el dia cuando la temperatura superd los 12 °C ya que la actividad de los
adultos era mayor. Ademas, se les agregd diariamente sangre porcina o vacuna. Los huevos

obtenidos se transportaron al laboratorio para continuar con los estudios.

Trabajo de laboratorio

Establecimiento y mantenimiento de colonias

Los cebos con huevos se colocaron en recipientes de vidrio de 2 kg, a los cuales se les habia
agregado 4 cm de piedritas sanitarias para gatos. Los recipientes se taparon con retazos de tela
voilé sujetados con banditas elasticas. Los recipientes se colocaron en una incubadora (Ingelab,
Argentina) a 22 + 0,1 °C, una humedad relativa de 48 + 1,2% y un fotoperiodo Luz/Oscuridad
12:12 h, en el bioterio del Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia, Universidad

Nacional del Sur.



Una vez que alcanzaron el estado adulto se coloc6 leche en polvo, azlcar, agua destilada y
elementos como troncos para permitir que se posen (Figura 2). Los dipteros tuvieron acceso al
alimento y bebida ad libitum. A las 72 h de su emergencia, se afiadié un sustrato carnico y
sangre porcina para estimular la maduracion de las ovariolas y permitir la oviposicion
(Anderson, 2000). Para la identificacion de ejemplares adultos se utilizaron las claves
taxondémicas de Mariluis & Schnack (2002) y Florez & Wolff (2009), y las colecciones
entomoldgicas del Laboratorio de Entomologia Forense del Instituto de Ciencias Bioldgicas y
Biomédicas del Sur (CONICET-UNS).

De los huevos depositados en el sustrato carnico, una parte se emple6 para los ensayos y la
restante se introdujo en un nuevo recipiente de vidrio con las mismas caracteristicas y bajo las
mismas condiciones descriptas arriba, para continuar con las colonias. Estas fueron supervisadas

en forma diaria y siempre que fue necesario se agrego alimento, agua y/o piedritas sanitarias.

Figura 1: Trampa cebada colocada en un arbol en una zona urbana de Bahia Blanca para la
obtencidn de huevos de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae).



Figura 2: Colonia de adultos de Calliphora vicina. Se pueden ver los materiales usados y

contenedores en los que se coloco alimento y agua destilada.

Elaboracién de la dieta con Roundup Full 1l

La dieta de musculo porcino se prepar6 en el momento en que se obtuvieron huevos. EI masculo
se homogeneiz6 con una procesadora (Philips, Argentina), luego se pesaron 50 g con balanza
digital (Acculab, Argentina) y se colocaron en un frasco pléstico recolector de muestra bioldgica
de 125 ml. A continuacion, se afiadi6 al tejido homogeneizado 15-20 ml de agua destilada y se
homogeneizé nuevamente con pilén durante 2 min. Luego se afiadié Roundup Full® I1 (sal
potésica de N-fosfonometilglicina 66.2% p/v, Monsanto Argentina S.A.l.C) considerando una
dosis de 4,62 ml/kg y se volvié a homogeneizar. Esta se calcul6 para simular una sobredosis
aguda letal en humanos (Tominack et al., 1991; Lee et al., 2000). Una cantidad de 1,13 g de
agar en polvo (Britania agar agar) se disolvié en 25 ml de agua destilada hirviendo y se agitd
durante 2 min hasta que espeso. La solucion de agar se mezclé completamente en la preparacion
del masculo y luego se llevo a la heladera (Zanetti et al., 2021). Para el control se aplico el
mismo procedimiento, pero sin el agregado del herbicida.

Se realizaron dos experimentos, uno para el analisis del ciclo de vida y otro para el analisis
de tamafio y morfologia general. En ambos experimentos se establecieron dos réplicas del
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control (excepto con L1y L2 que se uso6 una réplica) y seis réplicas con el herbicida. Asimismo,
para los andlisis estadisticos se contemplaron datos de un ensayo previo haciendo un total de
tres réplicas control y ocho del tratamiento con el herbicida.

Estudio del ciclo de vida

A las dietas, la tratada con RFII y el control, se transfirieron 20 huevos de C. vicina a
contenedores de plastico de 9 cm de ancho y 8,5 cm de alto que fueron debidamente rotulados y
contenian 3 cm de piedras sanitarias para gato. Los contenedores plésticos se cerraron con
retazos de tela voilé sujetadas por banditas elasticas y se colocaron en una incubadora (Ingelab,
Argentina) a 22 + 0,1 °C, 48 % 1,2% humedad relativa y fotoperiodo Luz/Oscuridad 12:12 h
(Figura 3). Los huevos que presentaron colores amarillentos o grisaceos se descartaron ya que
en general no son viables. Cuando fue necesario el sustrato alimenticio se humedecio para evitar
la desecacion.

Se realizaron observaciones y cuantificaciones diarias bajo microscopio estereoscopico
(Olympus, Japon) entre las 7-10 de la mafiana y se registré la duracion de cada estado de
desarrollo (incluyendo la de cada estadio larval) y la del ciclo total. Para establecer si los
individuos se encontraban en un determinado estadio larval se aplicé como criterio que el 50% o
mas de los individuos debian haber mudado. Esto mismo se contemplé para los estados de pupa
y de adulto.

Figura 3: Experimento en marcha; se aprecia los contenedores y parte de los materiales

utilizados.

Andlisis de tamafio y morfologia externa




Se transfirieron 75 huevos de C. vicina a cada dieta, con y sin herbicida, que se colocaron en
contendores plasticos de 9 cm de ancho y 8,5 cm de alto. Estos se rotularon y mantuvieron en
una incubadora (Ingelab, Argentina) a 22 + 0,1 °C, 48 + 1,2% humedad relativa y fotoperiodo
Luz/Oscuridad 12:12 h. De ser necesario se agregé alimento o se humedecié el mismo para
evitar la desecacion. Los huevos eclosionados se observaron y cuantificaron diariamente con la
ayuda de un microscopio estereoscopico (Olympus, Japon) entre las 7-10 de la mafana.

Asimismo, 15-20 individuos de cada estadio larval, del estado pupal y del adulto (segln el
namero disponible) se colectaron al azar. Los ejemplares larvales se extrajeron en su Ultima
etapa de desarrollo dentro de cada estadio, con excepcion de las L3, en cuyo caso la extraccion
fue previa a la etapa post-alimentaria. Las pupas se colectaron 72 h posteriores al inicio de la
pupacién (Figura 4).

Las larvas se sacrificaron con agua destilada a 80 °C durante 30 sy se conservaron en
frascos plasticos recolectores de muestra bioldgica de 125 ml debidamente rotulados que
contenian etanol 70%, para posteriormente ser analizadas. Las pupas y adultos se sacrificaron y
conservaron por inmersién en etanol 70% utilizando los mismos tipos de frascos (previamente

rotulados) que se emplearon para larvas.

Figura 4: Pupas en distintos tiempos de desarrollo. La flecha indica las pupas que se

seleccionaron para sacrificar.



En todos los casos, el estudio se realizd siguiendo el protocolo (160/2019) aprobado por el
Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Experimentacion de la UNS
(CICUAE-UNS).

Para el anélisis del peso, del ancho y de la longitud del cuerpo, se utilizaron un microscopio
estereoscopico (Olympus, Japon) con ocular micrométrico y una balanza digital (Acculab,
Argentina). Antes de proceder a realizar las mediciones, los ejemplares se trasvasaron de los
contenedores a cajas de Petri plasticas.

Las larvas se midieron dorsalmente y se registro la longitud desde el primer segmento
cefalico hasta el ultimo segmento abdominal. El ancho se midi6 en el sexto/séptimo segmento.
En ambos casos se utilizaron los siguientes aumentos para cada estadio: 4x (L1), 1,2x (L2), y
0,67x (L3). Las pupas también se midieron dorsalmente utilizando un aumento 0,8X. La
longitud total se definid desde el primer segmento cefalico hasta el ultimo segmento abdominal
y el ancho se midi6 en el quinto segmento. Los adultos fueron sexados y su longitud se
determind midiendo dorsalmente desde la base de las antenas hasta el Gltimo segmento
abdominal, y el ancho que se examiné corresponde con el punto mas ancho del térax utilizando
un aumento de 0,8x.

El pesaje se realiz6 con el nimero total de individuos por estadio larval y estado de
desarrollo. Antes de realizar el mismo se procedié a secar los insectos en papel carilina y se los
dejo a temperatura ambiente por 24 h, con excepcién de L1y L2, para evitar que su estructura
corporal se deteriore (Zanetti, 2020).

La observacion morfoldgica externa grosso modo se llevé a cabo utilizando un microscopio

estereoscopico (Olympus, Japén).

Analisis estadisticos

La evaluacion de los resultados implico calcular la media y/o error estandar. Para el analisis de
los parametros relacionados con el tamafio se usé un ANOVA simple (Zanetti, 2020; Zanetti et
al., 2021). Todos los anélisis estadisticos se llevaron a cabo usando InfoStat (Di Rienzo et al.,
2017).
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RESULTADOS

Ciclo de vida

La duracion de cada estadio larval y estado de desarrollo de C. vicina no mostré diferencias
entre los ejemplares del control y los del tratamiento con RFII. Luego de 1 dia en estado de
huevo, emergid la L1 que al igual que la L2, mudaron al siguiente estadio después de 1 dia. La
L3 necesitd de 5 dias para mudar a pupa y este Gltimo estado de desarrollo fue en promedio 13
dias en el tratamiento con RFII y 13,5 dias para el control. Por lo que el ciclo de vida fue de 21
dias para el tratamiento con el herbicida y 21,5 dias para el control. En ninguna de las

poblaciones se observd diapausa.

Longitud

Los datos de longitud corporal no mostraron diferencias (p > 0,05) entre el control y el
tratamiento con RFII para los estadios larvales (L1, L2, L3), ni para los estados de pupa y de
adulto. En la Figura 5 se pueden apreciar los resultados mencionados.

Ancho

En la Figura 6 se puede evidenciar que el ancho corporal no mostr6 diferencias (p > 0,05) entre
los ejemplares del control y los del tratamiento con RFII en los estadios larvales (L1, L2, y L3),

ni en el estado de pupa. Tampoco el ancho toracico de adultos resulto diferente entre el control y

el tratamiento con el herbicida (p > 0,05).
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Figura 5: Efecto del Roundup Full® I1 (sal potésica de N-fosfonometilglicina 66.2% p/v) a una

dosis de 4,62 ml/kg sobre la longitud corporal (media) de Calliphora vicina. Las barras indican

el ES (Control: L1, 0,06; L2, 0,1; L3, 0,2; Pupa 0,1; Adulto, 0,06; RFII: L1, 0,03; L2, 0,1; L3,
0,1; Pupa, 0,6; Adulto, 0,03).
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Figura 6: Efecto de Roundup Full® Il (sal potasica de N-fosfonometilglicina 66.2% p/v) a una

dosis de 4,62 ml/kg sobre el ancho corporal (media) de Calliphora vicina. Las barras indican el
ES (Control: L1, 0,02; L2, 0,05; L3, 0,06; Pupa, 0,07; Adulto, 0,06; RFII: L1, 0,01; L2 0,03; L3
0,03; Pupa 0,04; Adulto 0,04).
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Peso

Al analizar los resultados del peso (Tabla 1) no se hallaron diferencias (p > 0,05) entre el
control y el tratamiento con RFII para ninguno de los estadios larvales (L1, L2, L3), ni para los
estados de pupa y de adulto.

Tabla 1: Peso (media + ES) del control y del tratamiento con RFII (4,62 ml/kg) de los distintos

estados de desarrollo de Calliphora vicina

Estado Poblacion Promedio (mg) ES
L1 Control 0,36 0,13
RFII 0,40 0,05

L2 Control 5,31 1,03
RFII 6,35 0,36

L3 Control 70,20 4,85
RFII 72,56 2,97

Pupa Control 64,22 3,05
RFII 68,01 1,87

Adulto Control 11,98 1,07
RFII 13,57 0,65

Morfologia externa

Al observar la morfologia externa grosso modo no se evidenciaron diferencias estructurales ni

de coloracién entre los ejemplares del control y los del tratamiento con RFII.
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Sexo

En la Figura 7 se puede observar que la proporcion de hembras del control no fue diferente de la
del tratamiento con RFII (p > 0,05).
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Figura 7: Proporcion de hembras Calliphora vicina obtenida en el control y en el tratamiento
con RFII (4,62 ml/kg). Las barras indican los ES (Control: 0,05; RFII: 0,03).
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DISCUSION

Los insectos que se alimentan de recursos contaminados por xenobi6ticos pueden sufrir
modificaciones en distintos aspectos de sus ciclos de vida. Por ejemplo, los productos
organofosforados que han sido estudiados en distintos insectos de relevancia en casos forenses
pueden retrasar su ciclo de vida. Abd Al Galil et al. (2021a, b) reportaron que el dimetoato
presenta una correlacion negativa significativa con la tasa de desarrollo larval y pupal de
Chrysomya megacephala Fabricius, C. saffranea Bigot, C. rufifacies Macquart, Sarcophaga
peregrine Robineau-Desvoidy, S. dux Thomson y S. ruficornis Fabricius. Otros autores
obtuvieron resultados similares al trabajar con malatién y larvas y pupas de C. megacephala
(Rashid et al., 2008; Liu et al., 2009). También este organofosforado afect6 la tasa de desarrollo
larvario en una especie de diptero de la familia Phoridae (Castillo-Alanis et al., 2022). Al
estudiar el efecto del glifosato en una especie de Chrysopidae, se observd que la duracion del
tercer estadio larval a pupa fue mas corta en presencia del herbicida que en el control (Schneider
et al., 2009). Por el contrario en esta tesis, la dosis de 4,62 ml/kg de RFII no afectd de forma
significativa a los estadios larvales (L1, L2, L3) ni a los estados de pupa y de adulto de C.
vicina. Asimismo, Avigliano et al. (2014) encontraron que en crustaceos como Cherax
quadricarinatus Von Martens, no hubo diferencia significativa en el proceso de muda a ninguna
de las concentraciones puras de glifosato. Diferentes respuestas a un xenobi6tico podrian
depender de distintos factores, tales como la especie animal, el tipo de xenobidtico, la
concentracion del xenobiético, el tipo de dosis, la farmacocinética, etc., por lo tanto, la tasa de
desarrollo podria ser incrementada, demorada, o inalterada (Zanetti et al. 2021).

Respecto de los parametros de tamafio evaluados (longitud, ancho y peso corporal) no se han
registrado cambios en C. vicina debido al herbicida. Por el contrario, en cangrejos se hallé que
su exposicion cronica a una mezcla de glifosato-POEA (el primero en mayor cantidad), los
ejemplares mostraron una menor ganancia de peso corporal respecto del control o de los
cangrejos expuestos a ambos compuestos por separado. Esto estuvo correlacionado con un
descenso de proteinas musculares, de reservas de glicdgeno y de lipidos musculares. El
descenso de estas reservas se tradujo en menores niveles de proteinas. Es asi que el descenso de
proteinas condujo a un descenso de crecimiento somético juvenil de C. quadricarinatus
(Frontera et al., 2011). Otros autores manifestaron resultados similares exponiendo la misma
especie de cangrejo de manera cronica al herbicida puro (Avigliano et al., 2014). Como se
menciond antes, se pueden hallar diferentes respuestas a un xenobi6tico debido a distintos
factores, tales como la especie animal, el tipo de xenobidtico, la concentracién del xenobidtico,

el tipo de dosis, la farmacocinética, etc. (Zanetti et al., 2021).
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Si bien el objetivo de esta tesis no implico evaluar el efecto de la temperatura sobre el ciclo
de vida, a continuacion se compararon los resultados hallados con otros trabajos, ya que
previamente se menciond la importancia de tal informacion a la hora de estimar el PMI.
Adicionalmente, esta tesis contiene los primeros datos del ciclo de vida de C. vicina a 22 °C.
Algunos estudios han demostrado que el tiempo de desarrollo de C. vicina se acorta a medida
que aumenta la temperatura (Defilippo et al., 2013; Diaz Martin et al., 2014; Salimi et al., 2018,
Salanitro et al., 2022). Al comparar nuestros resultados con algunos trabajos pudimos ver
algunas similitudes. El ciclo de vida registrado en este trabajo durd en promedio 21-21,5 dias,
esto es consistente con lo reportado por Salimi et al. (2018) estudiando esta especie a 20 °C en
Egipto. Asimismo, la duracion de los estadios larvales y estados de desarrollo resulté similar a
lo observado en esta tesis. En Argentina, Salanitro et al. (2022) trabajando a una temperatura de
18 °C describié una duracion para L1 y L3 semejantes a los hallados aqui. Las similitudes con
los estudios mencionados podrian deberse a la regién geografica y/o a las diferencias
climatoldgicas de las zonas de estudio, las cuales influyen en la capacidad de aclimatacion de
las especies estudiadas (Defilippo et al.,, 2013; Diaz Martin et al., 2014). También las
variaciones entre poblaciones pueden ser otro factor influyente, entre otros factores como se
menciond anteriormente (Anderson, 2000; Moneo Pellitero & Salofia Bordas, 2007; Hadjer-
Kounouz & Kamel, 2017; Salanitro et al., 2022). En otro trabajo que evallo varias
temperaturas, siendo una de ellas 23 °C, la informacion descrita no permitio realizar
comparaciones (Donovan et al., 2006). Algunos autores (Anderson, 2000; Ames & Turner,
2003; Diaz Martin et al., 2014) mostraron que el estado pupal fue el predominante (59-61% de
la duracidn total), lo mismo ocurri6 en esta tesis (61,25%).

En referencia a la longitud corporal, se evidencid que los ejemplares fueron semejantes a los
descriptos por algunos autores a 22-23 °C (Reiter, 1984; Richards et al., 2013). Por el contrario,
las longitudes registradas en esta tesis resultaron mayores en todos los estados de desarrollo
respecto de lo informado por Diaz Martin et al. (2014) y Salanitro et al. (2022). Al igual que
puede suceder con la duracién del desarrollo, hay distintos factores (temperatura, dieta,
variacion entre poblaciones, etc.) que también pueden influenciar el tamafio (Oliva, 2001;
Moneo Pellitero & Salofia Bordas, 2007; Salanitro et al., 2022). En cuanto al peso y al ancho no
hay trabajos con esta especie para contrastar.

A futuro se podrian realizar estudios de campo ya que algunos organofosforados han
demostrado distintos efectos relevantes a la hora de estimar el PMI tales como: posibles
cambios en el proceso de descomposicion, en la colonizacion de cadaveres, en el patron de
sucesion de especies; disminucion de la riqueza y/o abundancia de especies (Wolff et al., 2004;
Jales et al., 2020; Cavalcante et al., 2023).

También es aconsejable realizar estudios a nivel histologico para detectar posibles efectos

gue no son observables externamente, asi como realizar andlisis para detectar y cuantificar
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glifosato en cadaveres. La mayoria de las sustancias implicadas en las muertes relacionadas con
las drogas son detectables a través de anélisis en las larvas, pupas y puparios (Hédouin et al.,
2001; Zanetti et al., 2016; Zanetti et al., 2021). Wolff et al. (2004) detectaron, por medio de
cromatografia liquida de alta eficacia, metil paration en todos los estados de desarrollo incluso
en los puparios de multiples especies de moscas. Una droga o toxina puede detectarse en larvas
cuando su tasa de absorcion excede la tasa de metabolismo y puede existir una bioacumulacion
de sustancias en tejidos larvarios (Hédouin et al., 2001; Introna et al., 2001). Cabe remarcar que
la farmacocinética de los compuestos depende de la especie de insecto, del estado de desarrollo,

asi como de la actividad alimentaria del insecto (Gosselin et al., 2011).
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CONCLUSIONES

No existen evidencias de que la dosis de Roundup Full® Il (4,62 ml/kg) afecte el ciclo de vida
el tamafio, la morfologia externa, y la proporcién de hembras, de Calliphora vicina. Es decir, se

rechazd la hipotesis.

La exposicion de ejemplares C. vicina al herbicida (4,62 ml/kg) no afecta la identificacion y

determinacion taxondmica de esta especie.

Al estimar el PMI utilizando especimenes de C. vicina previamente expuestos al herbicida (4,62

ml/kg), no se deben observar subestimaciones ni sobrestimaciones.
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