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Resumo

A Entomologia Forense pode ser compreendida como uma vertente da ciéncia
que procura se utilizar do estudo de insetos e outros artropodes para elucidar
questdes litigiosas tais como morte violenta, uso de entorpecentes e inumeros outros
casos que se apresentam a investigacdo criminal. A analise da sucessado de
artropodes permite a associagdo de cada espécie ou grupo com um estagio de
decomposicdo. Os dipteros caliptrados possui preferéncia pelos estagios iniciais do
processo de decomposicao, entre eles C. megacephala corresponde a uma das
espécies de maior representatividade na entomofauna cadavérica, além de possuir
importancia médico-sanitaria como agente transmissor de patdgenos. A entomologia
forense no Brasil ainda é subotimizada, com concentracédo de trabalhos nas regides
Sul-Sudeste do pais. Sendo assim, o trabalho é justificavel por apresentar uma
contribuicdo ao levantamento dos dipteros caliptrados de importancia forense no
Estado de Pernambuco, além de promover a categorizagao genética (analise do
polimorfismo do gene Citocromo Oxidade de DNA Barcode (COIl) das populagdes de
C. megacephala com o intuito de procurar atribuir aos espécimes sua populagao
geografica. Os resultados encontrados apontam elevada adaptagdo da espécie
invasora C. megacephala as localidades estudadas. Os estudos com o marcador
COl apresentaram uma elevada similaridade entre as sequéncias, ilustrando uma
incapacidade do marcador em estimar a diversidade genética de populagbes recém
introduzidas. Com o trabalho € possivel concluir que outras metodologias, como
analises multigénicas devem ser adotadas para se estudar populagbes com

diversificagao recente.
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Abstract

The forensic entomology can be understood as a branch of science that seeks
to utilize the study of insects and other arthropods to clarify contentious issues such
as violent death, use of narcotics and numerous other cases that are presented to
the criminal investigation. An analysis of arthropod succession allows the association
of each species or group with one stage of decomposition. The dipteran calyptrate
have preference for early stages of the decomposition process, including C.
megacephala corresponds to one of the most representative species of the insect
fauna mortis, also has important medico-sanitary agent may transmit pathogens.
Forensic entomology in Brazil is still sub optimized with concentration of jobs in the
South-East of the country. Thus, the present work is justified by a contribution to the
lifting of calyptrate flies of forensic importance in the State of Pernambuco, in addition
to promoting genetic categorization (polymorphism analysis of gene COIl) populations
of C. megacephala in order to seek to assign specimens its geographic population.
The results show high adaptation of the invasive species C. megacephala localities
studied. Studies with marker COI showed a high similarity between the sequences,
illustrating the inability of the marker to estimate the genetic diversity of populations
recently introduced. With the work we conclude that other methodologies, such as
multigene analyzes should be adopted to study populations with recent

diversification.

Key words: C. megacephala, forensic entomology, molecular biology.
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1. Introducéo

A Entomologia Forense pode ser compreendida como uma vertente da
ciéncia que procura se utilizar do estudo de insetos e outros artropodes para
elucidar questdes litigiosas tais como morte violenta, uso de entorpecentes e

inumeros outros casos que se apresentam a investigagao criminal.

Ao procurar compreender a composi¢cao da fauna necréfaga, bem como as
caracteristicas do ciclo de vida de cada uma dessas espécies, o entomdlogo
forense pode contribuir com o sistema judicial estimando o intervalo post-mortem
(IPM). Na medicina legal, a cronologia da morte é€ comumente aferida
observando-se a rigidez cadavérica, esfriamento do cadaver, alteragdes oculares
entre outros fendmenos. Nao obstante,com o avangar do processo de
decomposicéao, as tradicionais formas de estimacao do IPM podem se apresentar
como imprecisas. Nesse sentido, a entomologia forense é capaz de oferecer um

parecer alternativo sobre a cronologia da morte.

Os dipteros e coledpteros sao considerados os dois principais grupos de
importancia forense, com destaque para Calliphoridae, Sarcophagidae e
Muscidae dentre os dipteros, Silphidae, Scarabaeidae e Staphylinidae nos
coledpteros. Os dipteros atuam preferencialmente nas fases iniciais dos
processos de decomposig¢ao, atraidos além do odor de putrefacdo fresca, por
estimulos visuais, umidade, pela presenca de carnes moles, bem como
compostos ricos em amdnia e sulfito. Entre os dipteros de importancia forense C.
megacephala se destaca por ser uma das mais representativas espécies da
entomofauna cadavérica, além de possuir importdncia meédico-sanitaria como

agente transmissor de patégenos.



Ainda que a Entomologia Forense sirva como uma ferramenta auxiliar ao
sistema judicial na elucidagdo de crimes e outras agdes legalistas, seus estudos
ainda s&o incipiente em nosso pais, com a concentragao de trabalhos nas regides
sul e sudeste do Brasil. Sendo necessario, portanto, fomentar o desenvolvimento

de mais estudos que procurem englobar outras areas do pais.

Sendo assim, o trabalho é justificavel por além de contribuir no levantamento
dos califorideos de importancia forense no Estado, apresentar pela primeira vez a
caracterizagdo molecular (através do fragmento do gene Citocromo Oxidade de

DNA Barcode) de populagdes de C. megacephala no Estado de Pernambuco.



2. Revisao da Literatura

2.1 Entomologia Forense e Suas Aplicacdes

A Entomologia Forense pode ser compreendida como uma vertente da
ciéncia que procura se utilizar do estudo de insetos e outros artropodes para
elucidar questdes litigiosas. Seu surgimento € decorrente da demanda que o
poder judiciario tem por pareceres alternativos que melhor esclarecam as
imprecisdes inerentes ao processo judicial. A partir dos trabalhos de Lord &
Stevesson (1986) a entomologia forense foi subdividida em trés areas: urbana;

produtos armazenados; e médico legal (Oliveira-Costa, 2008; Kosmann, 2009).

Na Entomologia Forense do tipo urbana o foco do estudo consiste na
interacdo dos artrépodes com o ambiente citadino. E nesse ramo que se situam
as disputas legais envolvendo imdveis infestados por insetos, caberia entdo ao
perito, um parecer ilustrando o tempo em que ocorrera a infestacao (Figura 1a). A
Entomologia Forense de produtos armazenados procura resolver questdes que
envolvam a estocagem deficiente de determinados produtos de importancia
comercial (Figura 1b). Entre esses produtos, podem-se destacar os materiais
provenientes do setor alimenticio, que estocados de maneira inadequada
produzem micro-habitats favoraveis a infestagao de diversos insetos. De maneira
similar ao observado na Entomologia Forense do tipo urbana o perito é
responsavel por esclarecer o tempo em que ocorreu a infestagcdo e assim
estabelecer a culpabilidade da empresa responsavel por estocar o produto ou do
cliente que depois de efetivar a compra conservou o produto de maneira ineficaz

(Thyssen, 2000; Pujol-Luz et al.,2008)



(b)

Figura 1: Subdivisdes da Entomologia Forense. a) Entomologia Forense do Tipo Urbana. b)
Entomologia Forense de Produtos Armazenados. (Disponivel em:

http://www.hagah.com.br/rbs/image///12863706.jpg e http://migre.me/cOFaF; acesso em

15/11/2012).

A ultima das subdivisdes diz respeito as questdes médico-legais (Figura 2);
os artrépodes podem ser encontrados em uma diversidade de ambientes, entre
eles as cenas de crimes. Em virtude de sua elevada capacidade olfativa, os
insetos necrofagos, sobretudo os dipteros, sdo os primeiros a promover a
colonizacdo cadavérica, apresentando preferéncia pelos orificios naturais do
corpo e eventuais feridas abertas (Frasson et al., 2006; Erzinglioglu, 1983;

Amendt et al., 2007)

(a) (b)

S -

Figura 2: Artrépodes encontrado em cenas de crime. a) larvas de dl’pter encotras em
rosto de cadaver. b) corpos encontrados na Amazdnia brasileira (IPM definido a partir da coleta

dos insetos presentes na cena de crime). Fonte: Byrd & Castner (2000) e Pujol et al. 2006).



Ao procurar compreender a composi¢gao da fauna necréfaga, bem como as
caracteristicas do ciclo de vida de cada uma dessas espécies, o entomdlogo
forense pode contribuir com o sistema judicial estimando o intervalo post-mortem
(IPM). Na medicina legal, a Cronotanatognose (Cronologia da morte) é
comumente inferida através da observacado de determinados fenbmenos que
incidem sobre o cadaver, entre os fenbmenos pode-se destacar: esfriamento do
cadaver, rigidez cadavérica, manchas de hipdstase, crescimento do pelo, nivel de
potassio no humor vitreo, alteragées oculares e conteudo gastrico. Nao obstante,
com o avancar do processo de decomposicdo, as tradicionais formas de
estimacdo do IPM podem se apresentar como imprecisas. Nesse sentido, a
entomologia forense € capaz de oferecer um parecer alternativo sobre a
cronologia da morte mediante a utilizagdo de duas metodologias distintas: analise

do ciclo de vida e sucesséao ecoldgica (Thyssen, 2000; Oliveira-Costa, 2008).

A anadlise do ciclo de vida consiste no artificio mais utilizado pela pericia
forense na determinagcdo do IPM. Segundo essa técnica o perito langa mao do
seu conhecimento acerca da taxonomia e ecologia de insetos forenses para
categorizar quais as espécies presentes no cadaver, bem como o padrdo de
desenvolvimento dessas espécies. Através da compreensao do ciclo de vida dos
insetos encontrados in loco, é possivel estimar a idade larval e determinar

diretamente o tempo ao qual o corpo esteve exposto (Pujol-Luz et al., 2008)

Pujol-luz et al (2006) ilustra o primeiro caso de identificagcdo de corpos por
entomologia forense na Amazénia brasileira. No Parque Indigena Aripuana

(Rondbdnia-RD, Brasil), 26 corpos foram encontrados, a maioria deles mortos por



traumatismo cranio-encefalico. O intervalo post-mortem minimo foi identificado a

partir da datacdo dos imaturos da espécie Paralucilia fulvinota.

O método da sucessao ecoldgica, inicialmente proposto por Mégnin (1894),
€ fundamentado na ideia de que transformagdes observadas no cadaver (em
especial as variagdes odoriferas) ao longo do processo de decomposicao tendem
a atrair uma série de artropodes diferentes que apresentarao preferéncia por uma
ou outra fase da degeneracgao cadavérica. Os dipteros podem ser encontrados na
maior parte dos estagios, nao obstante predominam nas primeiras fases da
decomposicdo do cadaver. As fases mais avangadas sdo preferencialmente
colonizadas por coledpteros e outros artropodes que degradam a matéria
organica dura (com aparéncia resinosa). A reconstrugao do processo post-mortem
consistiria entdo na observagdo de qual agrupamento de insetos seriam

observados no corpo (Hall, 2011)

Além da estimativa do IPM, o estudo da entomofauna cadavérica € util ao
sistema judicial por esclarecer outros questionamentos que possam surgir durante
0 processo, como por exemplo: a causa mortis; a ligacao de individuos com a
cena de crime; a presenga de substancias tdxicas no cadaver; ou se restos

mortais sofreram deslocamento na tentativa de confundir a policia.

O comportamento dos artropodes na cena de crime pode de maneira indireta
promover alteragdes na cena do crime. Ao procurar realizar sua alimentagcdo os
insetos podem acabar desmembrando alguma parte do corpo, bem como podem
promover a ocultagao (soterramento) desses restos mortais. A alteragdo da cena
de crime, mediante acdo de insetos, constitui um desafio as pericias forenses,
obrigando aos peritos uma maior atengcdo sobre a ecologia da decomposigao

(Byrd & Castner, 2011). A necessidade de entender como insetos podem



modificar uma cena de crime é tal, que existe um ramo da Entomologia Forense
(A Tafonomia) preocupado em entender como as variaveis ambientais, bioticas e
abioticas alteram as evidéncias que sao objetos de uma investigagao criminal

(Pujol-Luz et al., 2008).

Ainda relacionado agdes criminosas, a entomologia forense pode ser util no
rastreamento de drogas ilicitas e na confirmagdo de maus tratos a menores ou
idosos. Em 2011, a policia federal utilizando o estudo sobre os fragmentos de
insetos encontrados em uma amostra de maconha, pode descobrir que a origem

da droga teria sido produzida no Paraguai. (Disponivel em: http://goo.gl/GH8Gp.

Acesso 12 de fevereiro de 2013).
2.2 Histdrico da Entomologia Forense

O caso mais antigo de utilizagao de insetos para fins forenses data do século
XIll, ocorrendo na China em 1235 durante a dinastia Song. Sung TZ'u, autor do
manual “The washing away of wrongs” relata um caso de homicidio onde um
camponés teve a cabega decepada por instrumento de agédo corto-contundente;
na tentativa de encontrar pistas sobre o possivel suspeito, as autoridades
chinesas intimaram os camponeses da regido a se apresentarem com suas
foices. Ao analisarem os materiais, as autoridades perceberam que as moscas
tinham preferéncia por uma foice especifica, provavelmente atraidas por odores
exalados de compostos organicas presentes no instrumento e imperceptiveis a
olho nu. Seguindo-se o interrogatério, o suspeito acabou confessando sua
participacdo no homicidio (Frasson, 2006; Pujol-Luz 2008; Kosmann 2009;

Benecke, 2001).

Apesar de a entomologia forense ter sido aplicada séculos antes, foi apenas

no seculo XIX que os insetos comegaram a ser utilizados na datagéao do intervalo

7



post-mortem. O médico francés Bergeret, relata em seu estudo (1855) o caso de
uma garota encontrada enterrada no interior de um imdvel, coberta com uma
camada de gesso. Bergeret utilizou da analise do ciclo de vida, da entomofauna
presente na colonizagao do cadaver, para estimar o tempo de morte da crianca e
inocentar os entdo moradores que tinham adquirido o imével ha pouco tempo

(Benecke, 2001)

Nove anos depois de Bergeret iniciar os trabalhos envolvendo artrépodes e a
determinagao da cronologia da morte, Jean Pierre Mégnin (veterinario do exército
frinces) publica o primeiro livro sobre a tematica, intitulado “La Faune des
Cadavres” (Benecke, 2001). No livro Mégnin elabora o arcaboucgo tedrico da
entomologia forense, procurando associar suas proposicdes aos casos em que
ele trabalhou. Uma das conclusdes apresentadas pelo autor diz respeito ao
processo de sucessao ecoldgica que ocorrera no cadaver ao longo dos estagios

de decomposigao (Mégnin, 1894).

No final do século XX, duas publicagcbes de grande impacto nos estudos
forenses foram langados. Entomology and Legal Medicine de Marcel Leclercq,
publicado em 1969 e A Manual of Forensic Entomology de Kenneth Smith,
publicado em 1986. Os dois livros ganharam importancia na Entomologia Forense
por apresentarem a preocupagao de aproximarem os entomologistas dos

profissionais criminalistas (Pujol-Luz et al., 2008)

No Brasil, os primeiros trabalhos envolvendo entomologia forense foram
publicados por Oscar Freire e Roquete-Pinto. Em 1908, o médico-legal Oscar
Freire apresentou a Sociedade Médica do Estado da Bahia a primeira coleg¢ao de
insetos de importancia forense do Brasil (Frasson 2006). Em 1914, Oscar Freire
publica na Gazeta Médica da Bahia o levantamento das espécies por eles

8



encontradas em Salvador, na Ilha de Bom Jesus dos Passos (64 Km da capital) e
na vila de Santa Luzia (elevada a categoria de cidade desde 1933, situando-se a
524 Km de Salvador). Postumamente, em 1923 a obra completa de Oscar Freire
foi publicada na Revista de Medicina sob o titulo de “Fauna cadavérica brasileira”

(Freire, 1914a; Freire 1914b; Freire, 1923; Pujol-Luz 2008).

No mesmo ano (1908) em que Oscar Freire apresentou a sociedade médica
baiana sua coleg¢ao de insetos forense, Roquete-Pinto publicou (em novembro) na
revista “A Tribuna Médica” o seu estudo sobre a Fauna cadavérica do Rio de
Janeiro (Roquete-Pinto, 1908). Ainda nesse artigo o autor ilustrou a dificuldade de
se adaptar o modelo rigido de sucessao ecoldgica proposto por Pierre Mégnin ao

que se observava nos tropicos:

(...)JAntes de ir além, devo notar aqui a incerteza
desses fatos na zona tropical. O periodo de trés meses
gue decorre com essas espécies na Europa basta e
sobra, no Rio de Janeiro. Assim eu tenho visto que
pude identificar Lucilia, género este que sO aparece
naquela regido e acreditando em Mégnin, no fim do

terceiro més (Roquete-Pinto, 1908).

Nos vinte anos seguintes aos trabalhos iniciais de entomologia forense no
pais, Herman Luderwaldt, Samuel Pessbéa e Frederico Lane procuraram
apresentar a fauna necrofaga de escarabeideos do Estado de S&do Paulo (revisto
por Pujol et al., 2008). Entre as décadas de 1940 e 1970 muito poucos trabalhos
foram desenvolvidos na area. Apenas ao final dos anos 1970 é que novos grupos
comegaram a se organizar, o principal coordenador dessa nova fase das pesquisa
forense brasileira foi o Dr. Aricio Xavier Linhares. Sob a coordenacéo dele J. H.

9



Guimaraes registrou em 1978, a introdugcdo no pais de trés espécies de
Chrysomya do velho mundo: Chrysomya chloropyga; C. megacephala; e C.

albiceps (Thyssen, 2000)

A década de 90, assim como nos anos anteriores, ficou marcada por
trabalhos desenvolvidos nas regides sul-sudeste do pais. Nesse periodo se
destacaram os estudos de Oliveira-Costa (1999) e Oliveira-Costa & Mello-Patiu
(2004) sobre o padrao de sucessao de espécies necrofagas no Estado do Rio de

Janeiro.

A partir da primeira década do século XXI a entomologia forense conseguiu
se dispersar para outras areas do territério brasileiro. Grupos de pesquisa
comecgaram a se desenvolver nos estados do Rio Grande do Norte, Pernambuco,
Amazonas e no Distrito federal (Pujol-Luz et al., 2008). Sob a coordenagao do Dr.
José Roberto Pujol-Luz, a Universidade de Brasilia comegou a atuar em parceria
com a Policia Federal em casos de importancia criminal. No ano de 2006, o autor
e seus colaboradores publicam na Journal Forensic Science um estudo de caso
envolvendo a identificacdo do IPM de 26 corpos na Amazoénia brasileira. Em 2007
sob a coordenagédo de Pujol-Luz o Centro Regional de Entomologia Forense do
Distrito Federal (Cref/DF-UNB) foi responsavel por estimar o IPM da jovem
Isabela Tainara Faria desaparecida e encontrada morta mais de 45 dias depois

(Figura 3).
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Figura 3: Identificagdo do tempo de morte de Isabela Tainara, através do uso de artropodes

de importancia forense. (Disponivel em http://www.ibsweb.com.br/seminario-

abpc/files/palestras/|B-21092010-Entomologia-3Aula.pdf; acesso em 22/12/2012).

Apesar do crescimento no numero de entomdlogos forenses no Brasil, as
pesquisas ainda sao incipientes, muito pelo fato de que os trabalhos produzidos
nas universidades ainda hoje estejam muito distantes dos setores investigativos
de nosso poder judicial. No intuito de propiciar maiores investimentos para a area,
o0 governo do entdo presidente Lula criou a Rede Nacional de Entomologia
Forense — ReNEF (vinculada a Secretaria Nacional de Seguranca Publica do
Ministério da Justica), composto por pesquisadores e peritos dos estados do
Amapa, Amazonas, Bahia, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parana e Distrito Federal.
O desenvolvimento e estimulo de pesquisas em entomologia forense, a
elaboragcdo de mais parcerias entre universidades e policias, além da
padronizagao de técnicas, sdo considerados os objetivos primordiais do ReNEF

(Pujol-Luz et al., 2008).
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2.3 Fauna Decompositora

Durante o processo de decomposicdo de um cadaver, inumeros artropodes
sao atraidos para a carcaga, ndo obstante, nem todos correspondem a espécies
necrofagas. Por essa razdo, as espécies que sao encontradas na entomofauna
cadavérica sao divididos em quatro grupos: necréfagas, predadoras ou

parasitoides, onivoras e acidentais (Oliveira-Costa, 2008)

As espécies necréfagas se alimentam diretamente do substrato em
decomposicdo. Os dipteros e coledpteros sdo considerados os dois principais
grupos de importancia forense, com destaque para Calliphoridae, Sarcophagidae
e Muscidae (figura 4) dentre os dipteros, Silphidae, Scarabaeidae e Staphylinidae
nos coledpteros. Os dipteros atuam preferencialmente nas fases iniciais dos
processos de decomposicao, atraidos além do odor de putrefacdo fresca, por
estimulos visuais, umidade, pela presenca de carnes moles, bem como

compostos ricos em amoénia e sulfito. (Souza, 1994)

Figura 4: Principais dipteros de importancia forense. a) Familia Calliphoridae. b)

Sarcophagidae. ¢) Muscidae. Fonte: Byrd and Castner (2010)

Os coledpteros, por sua vez, sdo encontrados prioritariamente nas fases

finais do processo de decomposi¢cdo, atraidos pelos odores decorrentes do
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processo de fermentacdo buritica e posterior ressecamento do substrato. Em
muitos casos coledpteros podem ser encontrados em fases mais recentes, Cruz
and Vasconcelos (2006) descrevem a presenca de Staphylinidae nos primeiros
estagios da decomposicao, contudo, nessa fase os coledpteros tendem a se
alimentar dos insetos necréfagos que apareceram para decompor o cadaver,

deixando entdo de atuarem (durante esse periodo) como insetos necrofagos.

Espécies predadoras ou parasitoides encontram-se presentes na fauna
cadavérica nao pelo substrato em decomposi¢cdo, mas sim pelas espécies que
vao procurar colonizar o cadaver. Espécies incorporadas nesse grupo se
alimentam dos ovos, larvas e pupas dos invertebrados presentes no local. O
grupo dos onivoros diz respeito ao grupo de insetos que podem se alimentar tanto
do material em decomposicdo quanto dos seus colonizadores. E nesse grupo que
formigas e vespas sao inseridas. O ultimo dos grupos corresponde a artropodes
que sao encontrados de maneira eventual, utilizando a carcagca como uma
extensao de seu ambiente, com o intuito de ter abrigo ou alguma protegao, como

por exemplo, Lepidépteros e Aracnideos (Souza, 1994)

Em decorréncia de sua maior frequéncia em todos os estagios da
decomposi¢cdo os artropodes dos tipos necroéfagos e predadores sdo os que
denotam maior atencdo dos estudos de entomologia forense. Principalmente os
dipetos necréfagos, membros da familia dos Califorideos, popularmente rotulados

de moscas varejeiras (Cruz & Vasconcelos 2006)

A familia Calliphoridae corresponde a um dos mais importantes grupos
responsaveis pela ciclagem de nutrientes, pois a maiorias das espécies da familia
possuem habitos necroéfagos. Mais da metade dos seus géneros € restrita ao
velho mundo, no Brasil a familia é representada por 14 géneros. (Thyssen, 2000).
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Além da sua importancia como agente decompositor os califorideos
possuem importante papel médico-sanitario, uma vez que sao responsaveis por
invadirem tecidos e 6rgdos de homens e animais causando lesbes conhecidas
como Miiases que podem ser cutdneas, cavitarias ou intestinais. (Moretti &
Thyssen, 2006; Oliveira, 2004; Rego & Fraiha, 1982; Guimaraes, Papavero &
Prado). Varias espécies de califorideos possuem elevado poder de adaptagéao ao
ambiente urbano sendo atraidos por fezes e lixos e atuando como agentes
patogénicos (lacopini, 2006; Ribeiro, 2003; Souza, 1997). Morfologicamente
califorideos apresentam coloracdo metalica com tons azulados, esverdeados,
violaceos ou cupricos e aparelho bucal do tipo lambedor bem desenvolvido.
Possuem tamanho que varia de 4 a 16 milimetros, caliptra bem desenvolvida e
escudo com duas ou trés faixas. Diferem dos Muscidae por apresentarem uma fila
de cerdas merais e dos Sarcophagidae pela coloragdo metdlica e por

apresentarem 2 ou 3 cerdas notopleurais (Papavero et al; 2002).

2.4 Chrysomya megacephala

Os membros da espécie C. megacephala (Figura 5) possuem um elevado
poder adaptativo, sendo capazes de colonizar diversos ambientes. Seu elevado
grau de sinantropismo (Nuorteva, 1963; Ferreira & Lacerda 1993; lacopini 2006),
aliado a presenca frequente em substratos em processo de decomposicdo,
tornam essa espécie uma das mais estudadas nas pesquisas de entomologia
forense. Apresentam ainda importancia médico-sanitaria uma vez que sao
também responsaveis por causarem miiases e por atuarem como vetores
mecanicos de diversos patdégenos (D' Almeida & Almeida, 1998; Godoy et al.,
1997).
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Figura 5: Vista dorsal de um espécime de Crysomya megacephala.

Naturais da Australasia (Australia, Nova Zelandia, Nova Guiné) e da Asia, a
espécie encontra-se em franca expansdo ao longo do globo, muito em
decorréncia do fluxo continuo de animais e pessoas de um continente para o
outro. No Continente africano os primeiros relatos da presenca de C.
megacephala ocorreram em Gana e no Senegal (1977), nos estudos de
Kurahashi (1978). Também em 1977, foram encontradas em Capetown (Africa do
Sul), apds um levantamento das espécies colonizadoras de carcagas no litoral sul

africano. (Willians & Villet 2006)

Segundo Willians & Villet (2006) uma espécie depositada no Natal Museum
em 1971 foi a posteriori identificada por Zumpt em 1979, indicando que a espécie
teria se dispersado anos antes. Ao procurar levantar hipoteses sobre a maneira
como C. megacephala pode ter chegado & Africa do Sul, os autores argumentam
que a espécie pode ter adentrado no pais gracas aos desembarques de pessoas,
animais e produtos vindos da Republica do Mauricio (ilha localizada no oceano
indico onde C. megacephala é relatada desde 1962) nos portos sul-africanos. Em

seguida, esses califorideos teriam se dispersado rapidamente para o resto do
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pais, ja que sdo capazes de percorrer em menos de uma década mais de 3.000

Km.

Na Europa continental os relatos s&o ainda mais recentes, a primeira citagao
a espécie ocorreu no sudoeste da Espanha em 2001 (Rognes, 2004). Entre 2007
e 2008 Castro & Garcia (2009) identificaram 23 espécimes de C. megacephala

em Lisboa-Portugal.

Nas Américas a espécie foi encontrada pela primeira vez no sudeste do
Brasil no municipio de Sdo Paulo. Guimaraes et al. (1978), informa o a introdugao
de trés espécies do género Chrysomya no Brasil: Chrysomya chloropyga,
Chrysomya albiceps e Chrysomya megacephala, as duas primeiras sendo
encontradas nos Estados do Parana e em Sao Paulo e a ultima restrita (na época
da publicagdo) ao Estado de Sao Paulo. No ano seguinte ao estudar o padrao de
dispersdo dessas espécies Guimarades et al. (1979) aponta que Chrysomya
chloropyga, Chrysomya albiceps correspondem as espécies com maior poder de

disperséao. C. chloropyga chegou a ser encontrada no Estado do Para (Figura 6)
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Figura 6: Dispersao do género Chrysomya no Brasil segundo Guimaraes et al. (1979).
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Apesar de possuir um menor poder de dispersdao quando comparada com
suas congéneres, Chrysomya megacephala apresentou um maior capacidade
adaptativa ao ambiente urbano, concentrando sua populagao nos Estados de Sao

Paulo e Rio de Janeiro.

Ao procurar as origens das introdu¢des do género Chrysomya no Brasil
Guimaraes et al. (1979) argumenta que as espécies podem ter sido conduzidas
através de navios que transportavam animais e pessoas de Angola para o Brasil,
em baixas condi¢des sanitarias (Figura 7). E importante explicar que durante os
anos de 1975 e 1976, em decorréncia da Revolugdo dos Cravos (Portugal) e de
uma possivel independéncia angolana, um grande numero de moradores de
Angola procurou fugir desse clima de instabilidade e migraram para o Brasil. Esse
evento pode explicar a introdugdo de Chrysomya chloropyga, Chrysomya
albiceps, haja vista que essas espécies se encontravam bem estabelecidas no
continente africano antes da introducdo no territério brasileiro. Nao obstante, a
evidéncia de C. megacephala no continente africano ocorre de maneira
concomitante a observacao de Guimaraes 1978 no Estado de Sao Paulo, o que
enfraquece a adocdo dessa hipotese de introducdo para os membros dessa

espécie.
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= C.chloropyga
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Figura 7: Distribuicdo geografica (até 1979) dos membros do género Chrysomya,
introduzidos no pais. Fonte: Guimaraes et al.,(1979).
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Azeredo-Espin & Pavan (1983) ao observarem as caracteristicas dos
cariotipos das trés espécies de Chrysomya introduzidas no pais, chegam a
conclusao de que C. chloropyga e C. albiceps apresentam uma maior similaridade
com populagdes naturais do continente africano. No entanto, C. megacephala
apresentou um caridtipo mais parecido com o de espécies coletadas no Japéo,
levando a crer que essa espécie fora introduzida no Brasil a partir de um evento

distinto de suas espécies congéneres.

No tocante a suas caracteristicas morfolégicas, C. megacephala possui torax
de coloragdo metalizada, cabega hiperdesenvolvida, tergitos abdominais, com
faixas pretas transversas, nervura medial angulosa, nervura radial dorsalmente
pilosa e ventralmente sem pelos, caliptra com pelos dorsais e espiraculo de cor
cinza (Figura 8). Os machos ainda possuem olhos com facetas superiores mais
largas que as inferiores. Possuem um ciclo de vida dividido em 4 fases: Ovo,
Larva, Pupa e Inseto adulto. A fémea é comumente realiza a postura de seus
ovos no substrato em decomposicdo, apresentando uma producdo média de
duzentos ovos. A larva possui trés instares, que possuem duragao total de 3 dias,

com um periodo pupal de 3,5 dias.

Figura 8: Caracteristicas morfoloégicas de C.megacephala. a)Nervura mediana distintamente

angulosa. b) Espiraculo toracico de cor cinza. ¢) Machos com diferengas entre as facetas oculares.
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2.5 Biologia Molecular

Um dos problemas associados ao estudo de insetos para fins forenses, diz
respeito a identificacdo morfolégica dos espécimes encontrados nas cenas de
crime. Muitas espécies de califorideos sao indistinguiveis em estagios imaturos,
mesmo na fase adulta alguns caracteres morfoldgicos sao de dificeis distingcdes:
Pequenas variacbes de cor nos espiraculos, tamanho dos palpos, presenga ou
auséncia de pelos parasquamal, sdo alguns exemplos de observagdes que

necessitam da expertise do profissional responsavel pela identificacao.

No Brasil, além da caréncia de profissionais aptos na caracterizagao
morfolégica da entomofauna cadavérica, o tempo que essa identificagdo demanda
também serve como um obstaculo a maior utilizagdo da entomologia para fins
forenses. Com o intuito de auxiliar os taxonomistas, estudos na area de biologia
molecular tém sido desenvolvidos visando diminuir o intervalo entre a coleta dos
espécimes e sua identificacdo, bem como permitir a identificacdo de insetos

mesmo quando esses possam estar mutilados (Kosmann, 2009)

No tocante aos marcadores moleculares, o0 DNA mitocondrial (mtDNA) tem
se apresentado como o mais frequente em estudos envolvendo identificacdo da
origem de espécies, filogeografia, genética de populagdes e evolugdo molecular
(Zhang & Hewitt, 1997; Ward et al., 2005). Dentre as caracteristicas que
propiciam a elevada utilizagao do mtDNA em estudos moleculares destacam-se: o
fato do mtDNA ser uma molécula hapléide que é adquirida por heranga materna
nao possuindo introns, elementos transponiveis, duplicacbes ou realizando
crossing overs (Wells & Stevens 2008). O mtDNA possui um tamanho aproximado
de 17 kpb, apresentando somente 37 genes, sendo 13 subunidades de proteinas
relacionadas a fosforilagdo oxidativa (COI; COIl; COIlll; CYTB; ATP6; ATPS8; ND1,
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ND2; ND3; ND4; ND4L; ND5; ND6); duas unidades de RNAs ribossomais: (16S e

12S) e 22 tRNAs.

Outra caracteristica importante e 0 mecanismo de reparo pouco preciso
quando comparado ao sistema de reparo do DNA nuclear, promovendo no
mtDNA um numero de até dez vezes mais mutagdes.Essa elevada taxa de
mutagdo acarreta uma maior chance da geragdo de marcadores espécie-
especificos, fundamentais para a filogenia de espécies proximas. Além destes
fatores, cada célula possui centenas de milhares de mitocéndrias (Stevens, Wall

& Wells, 2002).

O tamanho relativamente pequeno do mtDNA, quando comparado a outros
genomas, facilita seu sequenciamento completo, representando ao mesmo tempo
um maior numero de caracteres do que o da maioria dos genes unicos utilizados
atualmente em estudos filogenéticos. Sequéncias mitocondriais completas foram
utiizadas em alguns trabalhos de filogenia de artrépodes, desde analises
intraespecificas com linhagens de Drosophila melanogaster (Ballard, 2000) a

estudos mais amplos envolvendo o filo Arthropoda (Cameron et al., 2004).

Entre os genes mitocondriais, o gene COI vém sendo mais utilizado em
analises filogenéticas pelo fato do mesmo ser flanqueado por sequéncias
conservadas, o que o torna relativamente facil de ser isolado e analisado; os
iniciadores universais para este gene sao bem estabelecidos, permitindo a
amplificagdo do mesmo em quase todos os filos animais (Wells & Stevens 2008);
possui um sinal filogenético maior que os demais genes mitocondriais (Sahls &
Nyblom 2000) e possui uma maior variagao na terceira posigao de seus codons,
ainda que mudancas nas sequéncias de aminoacidos ocorram mais lentamente
qgue nos demais genes do DNAmt (Hebert et al. 2003b).
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Em 2003 Paul Hebert propde a utilizagdo de um fragmento de gene COI na
identificacdo de espécies; surgia o DNA Barcoding Projects, que logo passou a se
chamar Consortium for the Barcoding of Life (CBOL). A premissa do projeto
consiste na ideia de que espécies diferentes devem apresentar para esse
fragmento uma variagéao superior a 3%. A partir do CBOL foi criada a plataforma
BOLD (The Barcode of Life Database), um banco de dados criado com o intuito
de aglutinar informagdes que vao desde as técnicas de coleta adotadas até a
avaliagao e validagcédo do fragmento de um fragmento como sendo DNA Barcode.

(Kosmann, 2009)

tRNA-tyr tRNA-leu tRNA-lys

COl I] coll

Figura 9: Representacao esquematica do gene COI, segundo Hwa Tan et. al.(2009).

No Brasil a identificacdo de organismos mediante a utilizagdo de DNA
Barcode tem atraido cada vez mais pesquisadores, que unindo esforcos
conseguiram, com o apoio do CNPq (investiu 5,4 milhdes de reais no projeto),
tirar do papel a Rede de Pesquisa de lIdentificacdo Molecular da Biodiversidade
Brasileira (BR-BoL) que possui como meta a catalogacao de 120.000 exemplares
de 24.000 espécies. A rede é dividida em 10 projetos, sendo que a identificagdo
molecular de biodiversidade de invertebrados terrestres sera realizada na
Universidade Estadual de Campinas, sob a coordenag¢ao da Dra. Ana Maria Lima

de Azeredo-Espin.

Além da identificacdo de espécies de importancia forense, as técnicas de

biologia molecular tem possibilitado a estruturacédo de populagbes de insetos de
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importancia forense. Vern & Chua (2010) analisando 32 individuos de C.
megacephala em 11 localidades na Malasia conseguiu separar os individuos em
trés grupos mais proximamente relacionados. Azeredo-Espin & Lassinger (2006)
utilizando DNA nuclear e mitocondrial procuraram observar a variabilidade
genética. Stevens (2003) utilizando sequencias da subunidade ribossomal 28 S e
de fragmento dos genes COI e Il procura elaborar uma arvore filogenética dos
membros da familia Calliphoridae e defendendo que a estreita associagcdo de
familias e subfamilias a regides particulares do globo estejam relacionados com
longos periodos de isolamento, geologicamente corresponderia ao Cretaceo

Superior, no final da quebra do supercontinente Gondwana.

Tendo em vista a recente introdugdo do Género Chrysomya no continente
americano e o uso frequente do Dna Barcode nas analises moleculares o
presente trabalho se propde a testar a eficacia desse fragmento de COI nas
analises de genética de populagdes de Chrysomya megacephala de duas

localidades pernambucanas.
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3. Objetivos

3.1 Avaliar a eficacia do fragmento do gene COI (DNA Barcode) nos estudos

populacionais de Chrysomya megacephala.

3.2 Especificos

1. Promover o levantamento dos dipteros caliptrados de importancia forense

nos municipios de Brejo da Madre de Deus e Tamandaré.

2. Estabelecer a caracterizagdo molecular (utilizando o gene COI) de
espécimes de C. megacephala encontrados nas duas localidades

pernambucanas.

3. Caracterizar a diversidade intrapopulacional e interpopulacional dos

espécimes de C. megacephala encontrados nas localidades estudadas.
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4. Material e Métodos

4.1 Area de Estudo e Procedimento Experimental

Os espécimes utilizados neste trabalho foram coletados dos municipios
pernambucanos de Brejo da Madre de Deus (8°08'45"S, 36°22'16"W) e
Tamandaré (08°45'35" S, 35°06'17”W), localizados, respectivamente, nas
mesorregides do Agreste Pernambucano e da Mata Pernambucana (Figura 9). As
coletas foram realizadas durante o ano de 2010, tendo como substrato visceras
de Sus scrofa domesticus. A isca foi acondicionada no interior da armadilha do
tipo Ferreira (1978) modificada (Figura 10). No intuito de evitar danos a morfologia
dos dipteros que poderiam prejudicar uma posterior identificagdo, foi utilizado
acetato de etila (utilizando um chumacgo de algoddo embebido com a substancia),
substancia com baixa toxicidade para o homem e efetiva contra os insetos pelo

tempo necessario até sua morte.

Regido|

Sertdo do Sdo
Francisco

Agreste

Figura 10: Mesorregides do Estado de Pernambuco. Vermelho e amarelo representam os
locais de coleta, vermelho Brejo da Madre de Deus, amarelo Tamandaré. Disponivel em: Governo

do Estado de Pernambuco. Acesso: 22/12/2012
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Figura 11: Armadilha utilizada nas coletas. a) Armadilha original proposta por Ferreira
(1978). b) Armadilha modificada (ndo a apresenta o saco plastico e possui mais camadas

coletoras). Fonte: Ferreira (1978)

4.2 Identificacado do Material

Apos as coletas, o material foi levado para o Laboratério de Bioinformatica e
Biologia Evolutiva (LABBE/UFPE), onde os espécimes foram triados em familias e
os califorideos foram identificados ao nivel especifico utilizando as chaves
taxondmicas propostas por Carvalho & Ribeiro (2000) e Mello (2003). Depois de
identificados todos os exemplares foram depositados em microtubos com etanol a
70%. Aos microtubos foram adicionadas etiquetas com a identificacdo da espécie,
o local coletado, a data e o pesquisador que realizou a coleta. Todo material
encontra-se preservado em freezer a -20°C no LABBE. Para as anadlises de
genética molecular foram separados 50 exemplares de C.megacephala referentes
as localidades de Brejo da Madre de Deus (30 espécimes) e Tamandaré (20

espécimes).

4.3 Extracao de DNA
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O DNA foi extraido a partir de uma das patas de C. megacephala. Para cada
amostra trés microtubos foram utilizados, dois com 1,5 ml e outro com 0,5 ml. As
patas foram acondicionadas nos tubos de 1,5 ml com 100ul Chelex® (BIORAD)
5%. Com a ajuda de um pistilo foi realizada a maceragao de todos os exemplares.
Em seguida os microtubos, devidamente etiquetados, foram levados para banho-
maria a 56 °C por 1 hora. Posteriormente, todo material foi transferido para o
microtubo de 0,5ml (etiquetado com as mesmas referéncias do respectivo
microtubo de 1,5) e levado ao termociclador, onde o material ficou por 30 minutos
a uma temperatura de 94 °C. O material foi centrifugado a 13000 rpm por 6
minutos. Por ultimo, o sobrenadante (DNA) foi estocado em microtubo de 1,5 a -

20°C.

4.4 Amplificacdo dos fragmentos de COI

A regido de DNA mitocondrial utilizada foi a porgao final da citocromo
oxidase subunidade | (COI), correspondente a regido do DNA Barcode. A
amplificacdo dessa regidao foi realizada a partir de um conjunto de primers
universais para COI (Nelson et al. 2007). Para a amplificacdo foram utilizados
1,5uL de cada primer (forward e reverse), 7,5uL de agua livre de nuclease, 12,5uL
de Green Master mix (Promega) e finalmente 2uL de DNA, totalizando 25 uL de
solugdo de PCR. Os ciclos de temperatura de PCR, realizado no termociclador
consistiram em um passo de desnaturacao inicial de 94°C por dois minutos,
seguido de 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 segundos, anelamento a
46°C por 30 segundos, e elongacédo a 72°C por 2 minutos. O ultimo ciclo foi
seguido de uma incubagao a 72°C por cinco minutos para completar quaisquer

fitas parcialmente sintetizadas. . Uma aliquota (5uL) de cada um dos produtos
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amplificados foi separada por eletroforese em gel de agarose. Um Ladder
(Promega) de 100 bp de DNA foi utilizado como padrao de peso molecular. As
amostras foram purificadas com o kit Wizard Genomic DNA Purification

(Promega), segundo as instru¢des do fabricante.

4.5 Sequenciamento

As reagdes de sequenciamento bidirecional foram realizadas com o kit
BygDye Terminator v3.1 Matrix Standard (Applied Biosystems) e o
sequenciamento foi executado pelo sequenciador automatico ABI 3130 (Applied
Biosystems). Cada amostra foi sequenciada por duas vezes e a qualidade das
reagdes foi avaliada com o auxilio do programa Pregap4 (STADEN, 1996) com
base nos valores de Phred40 (Ewing et al., 1998). As sequéncias de consenso
foram obtidas utilizando o programa Gap4 (STADEN, 1996) e depositadas no

GenBank.

4.6 Analise de Dados

As sequéncias de consenso foram submetidas ao BLASTx
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para confirmagdo do posicionamento
taxondmico das mesmas. Depois de comprovado que os fragmentos utilizados
correspondiam ao gene em questao, foi realizado um alinhamento de sequencias
utilizando o algoritmo Clustal W (Thompson et al., 1994) presente no software
MEGA v. 5.0 (TAMURA, 2011). Os indices de divergéncia genética intra-
populacionais e indices de diferenciagdo genética inter-populacionais foram

estimados através do programa DNAsp v. 5.0
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5. Resultados

A identificacao dos exemplares apontou uma elevada representatividade de
duas espécies do género Chrysomya: C. megacephala e C. albiceps, essas
espécies tipicas de ambiente urbano, corresponderam a 72,3 % dos espécimes
coletados em Brejo da Madre de Deus e 97% no municipio de Tamandaré (Tabela
1). Isoladamente C. megacephala correspondeu a 26,5 % em Brejo da M. de
Deus e 83,2% em Tamandaré, a maior representatividade dessa espécie foi o
fator preponderante para que ela fosse escolhida para os estudos de biologia
molecular. As outras espécies encontradas no municipios de Brejo da Madre de
Deus foram: C. putoria, Cochliomyia macellaria e Cochliomyia hominivorax,
Chloroprocta idioidea, Phaenicia eximia, P. cuprina. Em Tamandaré as outras
espécies encontradas foram: C. putoria, Ch.idioidea, Co. macellaria e Co.
hominivorax, entretanto apresentavam uma frequéncia muito baixa,

representando apenas 2,9% do total.(figura 11)

Tabela 1: Levantamento dos califorideos de importancia forense nos municipios
pernambucanos de Brejo da Madre de Deus e Tamandaré. FA e FR correspondem as

frequéncias absolutas e relativas das espécies encontradas.

ESPECIES Brejo da FA FR  Tamandaré FA FR Total FA FR
M. de Deus

C. megacephala 143 0,27 26,5 723 0,832 832 866 062 615
C. albiceps 247 0,46 45,8 120 0,138 13,8 367 0,26 26,1
C. putoria 16 0,03 3,0 3 0,003 0,3 19 0,01 1,3
Ch. Idioidea 3 0,01 0,6 3 0,003 0,3 6 0,00 0,4
Co.macelaria 75 0,14 13,9 12 0,014 14 87 0,06 6,2
Co.hominivorax 52 0,10 9,6 8 0,009 0,9 60 0,04 4,3
P. eximia 2 0,00 0,4 0 0,000 0,0 2 0,00 0,1
P. cuprina 1 0,00 0,2 0 0,000 0,0 1 0,00 0,1
Total 539 1 100 869 1 100 1408 1 100,0
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Figura 11: Espécies encontradas nos municipios de Brejo da M. de Deus e Tamandaré. a)
C. megacephala. b) C. albiceps. c) C. putoria. d) Co. macellaria. €) Co. hominivorax f) Choloprocta

ideoidea. g) P. eximia h) P. cuprina.

Como resultado obtivemos 50 sequéncias nucleotidicas de um fragmento do
gene da subunidade | da citocromo oxidase (COIl). As sequéncias pertencentes a
individuos de Tamandaré — PE (localizada no litoral pernambucano a
aproximadamente 104 km ao sul de Recife) e Brejo da Madre de Deus (cidade do
agreste situada a aproximadamente 202 km a oeste de Recife). Os
cromatogramas das sequéncias apresentaram picos bem definidos e valores de
confianga (Phred) iguais ou superiores a 30 (Figura 12). O comprimento total do
amplificado foi de 587 nucleotideos. Todas as sequéncias apresentaram altissima

similaridade com sequéncias do gene COIl de Chrysomya megacephala
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depositadas no Genbank, indicando que os amplificados pertencem ao gene em

questao.
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Figura 12: Elaboragdo da sequéncia consenso formado pelos primer forward e reverso

utilizando o Staden 1.6.

As sequéncias da populagdo de Tamandaré apresentaram apenas dois
sitios polimoérficos, nas posicdées 490 e 566, constituindo assim apenas trés
haplétipos. Os sitios polimérficos ocorreram apenas em uma sequéncia cada.
Tornando a frequéncia elevada de apenas um haplétipo e consequentemente um
valor baixo da diversidade haplotipica: 0,186. Em decorréncia do baixo numero e
sitios polimorficos, a diversidade nucleotidica também apresentou um valor baixo:
0,00032. O numero médio de diferengas nucleotidicas foi de apenas 0,19. Os
tipos de mutagdes observadas nesta populacao foram transigdes entre pirimidinas
nos dois sitios. Porém no sitio 490 o nucleotideo mais frequente foi a citosina e na

posicao 566 o nucleotideo mais comum foi a timina.
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Na populacdo de Brejo da Madre de Deus foi observado apenas um sitio
polimorfico na posicdao 490. Esta variacdo também sd ocorreu em apenas uma
sequéncia e foi do tipo transicdo entre pirimidinas com o nucleotideo mais comum
sendo a citosina, 0 mesmo padrao observado na populagao de Tamandaré. Como
s6 foi observado um sitio polimdrfico, o numero de haplétipos distintos nesta
populagao foi igual a dois. A diversidade haplotipica foi de 0,069, valor inferior ao
encontrado na populagcdo de Tamandaré. A diversidade nucleotidica também foi
inferior a de Tamandaré, apresentando o valor de 0,00012. O niumero médio de
diferencas nucleotidicas foi de 0,069. Todos os valores supracitados foram baixos

quando analisados sob a perspectiva da diversidade genética.

Tabela 02: Analise molecular das populagdes (avaliagdo dos sitios polimdrficos, da
diversidade haplotipica, nucléotidica, nUmero médio de diferengas e o tipo de mutacgéo) de

Tamandaré e Brejo da Madre de Deus.

Localidades Sitios Diversidade Diversidade Namero Tipo de
Polimérficos Haplotipica Nucleotidica Médio de Mutagdo
Diferengas
N.
Tamandaré 2 (490 e 566) 0,186 0,00032 0,19 Transicdes
Pirimidinas
(490 Timina,
566 Citosina)
Brejoda M. de 1 (490) 0,069 0,00012 0,069 Transicoes
Deus Pirimidinas
(490 Timina)
Tamandaré + 2 (490 e 566) 0,117 0,00020 0,118 Transigoes
Brejo M.D. Pirimidinas

Quando as duas populagées foram unidas e tratadas como unicas obtivemos
valores dos indices de polimorfismo genético inferiores aos da populacdo de
Tamandaré. A diversidade haplotipica nesta condi¢ao foi 0,117, ja a diversidade
nucleotidica foi 0,00020 e o numero médio diferencas nucleotidicas foi 0,118. O
indice de fixagdo de polimorfismo Fst que serve para quantificar o nivel de
diferenciagao genética entre duas populacdes, foi estimado para as populagdes

de Tamandaré e Brejo da Madre de Deus, o valor observado apresentou-se
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negativo, porém é valido ressaltar que nao existe diferenga genética negativa,
portanto convenciona-se colocar o limite inferior deste indice como zero. Tal
resultado esta de acordo com o baixo nivel de polimorfismo genético encontrado

nas duas populagdes, o que as torna muito similares.
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6. Discussao

Os estudos ecoldgicos apontaram para uma maior representatividade das
espécies C. megacephala e C. albiceps nas duas localidades estudadas, fato este
que se encontra em concordancia com outros estudos sobre a fauna urbana de
Calliphoridae nos territorio brasileiro. Seolin Dias et al. (2009) encontraram uma
frequéncia de mais de 95% dessas duas espécies em coletas realizadas no
municipio de Presidente Prudente, Sdo Paulo. A elevada frequéncia dessas
espécies em ambientes urbanos também foi observada por Biavati et al. (2010)
em Brasilia, Distrito Federal, e por Souza et al. (1997) e Marchiori et al. (2000) em
Goias.

C. megacephala e C. albiceps apresentam um padréo alimentar do tipo
generalista, conferindo-lhes um maior poder de adaptagao a diversos ambientes.
Descritas pela primeira vez por Guimardes et al. (1979), estas espécies
rapidamente se dispersaram por todo o territério brasileiro. Considera-se que C.
albiceps possui uma capacidade de se deslocar 2,25 Km por dia, enquanto que C.
megacephala se deslocar de maneira mais lenta, ela ainda é capaz de se
dispersar a uma taxa de 3.000 Km por década (Williams & Villet, 2006). O rapido
deslocamento, associado com a capacidade de se adaptar a diferentes ecotopos,
pode ser considerado como alguns dos mais importantes fatores para a

abundancia dessas duas espécies em territorio brasileiro.

Outra caracteristica que favorece a predominancia dessas espécies diz
respeito a capacidade de predacao interespecifica da larva de C. albiceps (em
terceiro instar). Parte dos recursos alimentares explorados por moscas-varejeiras

sao de natureza efémera, tais como substrato em decomposicéo e fezes, criando
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assim uma constante situacdo de escassez alimentar. A caréncia de alimento
produz uma elevada competicdo entre as espécies. Nesse sentido, espécies
capazes de se alimentar de seus competidores apresentam grande vantagem
adaptativa. Entre as espécies que sofrem maior predagdao pode-se destacar
Cochliomyia macellaria espécie nativa do continente americano. A predagao
intraguilda de C. albiceps compromete o equilibrio entre as espécies invasoras e
nativas do continente, forcando o deslocamento dessas ultimas. Esse fato pode
explicar a baixa frequéncia de individuos das espécies Co. macellaria e Co.
hominivorax coexistindo nas duas localidades avaliadas no presente estudo.
Seolin Dias et al. (2009) e Marchiori et al. (2000) também apontam uma baixa

representacdo dessas espécies.

A recente introducao dessa espécie no continente americano (Guimaraes et
al., 1979) pode vir a explicar a baixa variabilidade do gene COI encontrada nas
populacgdes brasileiras Nao foi encontrada nenhuma barreira fisica significativa
que poderia isolar uma populacdo e promover um processo evolutivo
diferenciado, se as populagdes nao estdo sobre processo de alopatria elas
também nao estariam sofrendo um processo de divergéncia genética nas

mesmas regides geograficas (simpatria).

Ainda que o fragmento de COI (DNA Barcode) seja utilizado com frequéncia
na identificagdo de espécies, principalmente depois do surgimento do Consortium
for the Barcoding of Life (Kosmann, 2009; Stoeckle et al 2005), os resultados
encontrados no presente trabalho evidenciaram a ineficacia do marcador em
detectar a diferenciagdo genética intraespecifica de populagdes introduzidas
recentemente, além de procurar esclarecer as possiveis justificativas para o baixo

polimorfismo genético entre as populagdes. Segundo Stoeckle et al. (2005), as
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limitagdes inerentes a aplicagcdo de DNA Barcode estariam relacionadas a grupos
que apresentem uma baixa diversidade génica em suas sequéncias (como é o
caso de C. megacephala de Brejo da Madre de Deus e Tamandaré), resolugao de

espéecies com divergéncia recente e a detecgao de hibridos.

Nelson et al. (2012), Bruhn (2011), Hwa Tan (2009) e Harveya et al. (2008)
avaliaram o grau de divergéncia genética entre as sequéncias de COIl de C.
megacephala e as de outras espécies. Hwa Tan (2009), ao realizar a comparagao
intraespecifica para C. megacephala, detectou uma variagao nucleotidica superior
aquela encontrada nas populagdes de Pernambuco. Enquanto que no trabalho de
Hwa Tan (2009) com populagdes nativas do da Malasia, a divergéncia encontrada
foi de 0,33%, nas populagbes de Brejo da Madre de Deus e Tamandaré os
valores encontrados foram 0,012% e 0,032%, respectivamente. A discrepancia
entre os valores pode ser explicada pelo fato de que no estudo de Hwa Tan
(2009) as sequencias utilizadas sdo provenientes de seis localidades na Malasia.
E importante lembrar que C. megacephala é originaria da Australasia entdo o
estudo supracitado estaria trabalhando com populagdes nativas dessa espécie,
que sendo assim possuiram um tempo maior para a divergéncia nucleotidica do
que as populagdes brasileiras (introduzidas no pais por volta de 1975).

Vern & Chua (2010), trabalhando também com um fragmento de COlI,
detectou 107 sitios informativos de parcimbnia ao analisar 32 sequencias de C.
megacephala advindas de diferentes localidades da Malasia. Através desses
resultados foi possivel elaborar uma arvore de maxima parcimdnia, separando as
sequéncias em trés grupos distintos. A impossibilidade de se estabelecer analise
semelhante para os resultados obtidos nas duas localidades pernambucanas

pode decorrer da existéncia de um efeito fundador nas populagdes brasileiras que
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teria produzido uma quebra acentuada na variabilidade genética dessas quando

comparadas a populagao em relagao a populagao original.
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7. Conclusdes

e O levantamento dos califorideos de importancia forense nas duas
localidades apontou uma frequéncia relativa de mais de 60% de C.
megacephala, ilustrando o seu potencial de adaptagdo a ecotopos
diferentes.
Os dados moleculares ndo permitiram a associagao das sequéncias a um
ambiente geografico especifico, fato este que decorreu da incapacidade do
marcador em estimar a diferenciagdo genética de populagdes que
divergiram ha pouco tempo.
A baixa divergéncia molecular entre as populagdes provavelmente decorre
do fato das espécies terem sido introduzidas recentemente, configurando
assim, um efeito do tipo fundador.
A diferenciacédo genética entre as populagdes de C. megacephala pode vir
a contribuir com o sistema judicial ao oferecer respostas sobre possiveis
deslocamentos de cadaver. A inaptiddo do gene Citocromo oxidase | em
estabelecer a divergéncia genética entre as populagdes de Tamandaré e
Brejo da Madre de Deus estimula o desenvolvimento de novos trabalhos
envolvendo abordagens multigénicas com o intuito de clarificar essa

divergéncia.
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