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RESUMO GERAL

MENDONCA, Paloma Martins. Estudo Comparativo de Imaturos de Dipteros Muscoides de
Importincia Médica-Veterindria e Forense com Base em Caracteres Morfolégicos E
Moleculares. 2014. 17Ip. Tese (Doutorado em Ciéncias Velerinarias). Instituto de Veterindria,
Universidade Federal Rural do Rio de Janetro, Seropédica, RJ, 2014,

A ordem Diptera ¢ composta por aproximadamente 153 mil espécies descritas, mas acredita-se que o
nimcro de espécics ainda desconhecidas ¢ muito grande. Alguns grupos de dipteros muscoides
possuem imaturos ¢ adultos com poucas variagbes morfologicas, dificultando muite o processo dc
identificacfio. Além disso, as chaves dicotdmicas existenies sfio basecadas nos adultos, eniretanto, sio
05 imaturos mais encontrados causando mifases ou colonizando cadéveres. Estes inselos sdo
conhecidos vetores de patdgenos, suas larvas sfo parasitas de humanos e animais ¢ apresentam papel
importante como auxilio a cntomologia forense. Assim, a correta identificagiio das espéeies que
desempenham cstas fungdes ¢ muito importante. O presente estudo tem como objetivo principal
caracterizar espécies de dipleros muscoides de importincia médica-veterinaria e forense, através da
utilizagdo de duas tcnicas modernas de identificagio. O pnimeiro capitulo utiliza a microscopia
cletronica de varredura que permite a visualizagdo ¢ a determinagdo de caracteres que possam ser
utilizados na identificaciio das espécies. Foram estudados imaturos de trés espeécies de dipteros de duas
familias diferentes: Peckia (Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae) (larvas e puparios),
Lucilia cuprina (larvas ¢ pupanrios) e Cochliomyia macellaria (ovos, larvas ¢ puparios) (Diptera:
Calliphoridae) através desta técnica. O tamanho das células do exocdrion permitiu diferenciar entre C.
macellaria ¢ C. hominivorax, duas espécies causadoras de miiases. A auséneia de espinhos no
espiraculo posterior das larvas de C. macellaria também a diferencia de C. hominivorax. As papilas do
complexo do palpo maxilar em uma cavidade parccem ser especificas do subgénero Fuboeticheria. As
aberturas respiratorias do espiraculo anterior dispostas em filciras irregulares sdo exclusivas da familia
Sarcophagidae. A prescnga de espinhos filamentosos no ultimo segmento larval € caracteristica
especifica do género Lucilia. No segundo capitulo, a iécnica de barcode é utilizada para a formagéo de
um banco de dados contendo sequéneias génicas de espécies de importdncia médica-veterinaria e
forense da familia Calliphoridae. Esta técnica bascia-se no sequenciamento de uma porgio do gene
mitocondrial citocromo oxidase I (col). Foram analisadas nove espécies de dipteros, coletadas em
quatro regides do Brasil, em um total de 346 espéeimes utilizados. Dois segmentos do genoma nuclear
(fator de clongacdo 1 alfa e white) também foram sequenciados pela primeira vez para algumas
espécics. A proposta de barcode for bem sucedida em Hemilucilia segmentaria, Hemilucilia
semidiaphana, Chlovoprocta idioidea, Cochliomyia maceliaria, Chrysomya megacephala e
Chrysomya albiceps, onde a variagéio intraespecifica foi menor do que 3%. Entretanto, em Lucilia
eximia, Chrysomya putoria e Chrysomya rufifacies csta metodologia trouxe resullados incipientes. A
variagfio intracspecifica em Lucilia eximia fot 4,6%, sugerindo que o limiar proposto ndo deve ser
aplicado em todos os dipteros sem andlise prévia do grupo estudado. Chrysomya putoria é uma
espécie polifilética comprovada tanto pelos genes nucleares quanto mitocondrial, além isso, umna parte
das amostras forma um agrupamento com as amostras de C. albiceps e C. rufifacies. Assim, acredita-
se que mais estudos precisam ser conduzidos com o objctivo de esclarecer melhor estas questdes
taxondiicas.

Palavras-chave: dipteros muscoides; microscopia eletronica de varredura; barcode




ABSTRACT

MENDONCA, Paloma Martins. Comparative Studies of Muscoids Diptera with Medical-Veterinary
and Forensic Importance using Morphological and Forensic Characters. 2014. 171p. Tesis
(Doctoral Degree in Veterinary Sciences). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014

The Order Diptera is composed by about 153 thousand described species, but it is believed
that the number of unknown species is much bigger. Adults and immature of some muscoid
dipteran groups have little morphological differences, making the identification process more
difficult. Besides, the available dichotomous keys are based on adults, but in the case of
myiasis and cadaver colonization, only immature are found These msects are known
pathogen vectors, their larvae parasite humans and animals and they play an important role in
forensic entomology. Therefore, the correct identification of these species is very important.
This study aims to characterize features of medical, veterinary and forensic important dipteran
species using two new approaches. The first chapter uses scanning electron microscopy which
gives detailed information on the morphological characters that can help identify the
immature forms of the flies. Immatures belonging to three muscoids with forensic and
sanitary importance were studied using this methodology: Peckia (Euboettcheria) collusor
(Diptera: Sarcophagidae) (larvae and puparia), Lucilia cuprina (larvae and pupana) e
Cochliomyia macellaria (eggs, larvae and puparia) (Diptera: Calliphoridae). The size of the
chorionic cells as well as the absence of spines at the posterior spiracle allowed to
differentiate C. macellaria from C. hominivorax, both myiasis causing species. The maxillary
palp complex composed by a group of papillae inside a cavity seem to be specific to the
subgenus Liuboeitcheria. The anterior spiracular openings displaced in an irregular row are
found exclusively in Sarcophagidae. The filiform spines at the anal segments are found only
in the genus Lucilia. In the second chapter, harcoding is used to provide a gene sequence
database of medical, veterinary and forensically important Calliphoridae flies. This technique
is based on the sequencing of a portion of the genome of the mitochondrial cytochrome
oxidase 1 {col) gene. Nine species of flies were collected in four regions in Brazil,
corresponding to 346 specimens. Two other gene fragments (elongation factor 1 alpha and
white) were sequenced for the first time for some species. The barcode proposal was
successfully achieved for Hemilucilia segmeniaria, Hemilucifia semidiaphana, Chloroprocia
idividea, Cochliomyia macellaria, Chrysomya megacephala and Chrysomya albiceps, for
which the intraspecific vanation was less than 3%. However, for Lucilia eximia, Chrysomya
putoria and Chrysomya rufifacies, this methodology brought incipient results. Intraspecific
variation among Lucilia eximia samples was 4.6%, suggesting that the threshold proposed
should not be used for all dipteran species without previous analysis of the studied group.
Chrysomya putoria is polyphyletic according to nuclear and mitochondrial genes. In addition,
a set of samples grouped with samples of C. albiceps and C. rufifacies. Therefore, more
studies need to be done to better explain these taxonomic problems.

Key Words: muscoids diptera; scanning clectron microscopy; barcode
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1- Diversidade da Ordem

Os insetos correspondem ao grupo de seres vivos mais diversificado e numeroso do
planeta. Sdo cerca de um milhdo de espécies ja descritas e acredita-se que para cada espécie
descrita, outras cinco ainda sejam desconhecidas (GRIMALDI & ENGEL, 2005). Dentro deste
grupo, cinco ordens sdo consideradas megadiversas, Coleoptera, Lepidoptera, Diptera,
Hymenoptera e Hemiptera, em ordem decrescente de riqueza de espécies, correspondendo
juntas a cerca 903 mil espécies descritas (RAFAEL et al., 2009). H& uma estimativa que,
destas, cerca de 153 mil correspondam a representantes da Ordem Diptera (THOMPSON, 2008;
WIEGMANN et al., 2011), no entanto o numero atual de espécies pode ser muito maior.
Segundo CARVALHO et al. (2012), o nimero de espécies desta ordem, no mundo, pode chegar
a aproximadamente 400 mil, sendo estimado 60 mil encontradas no Brasil. Atualmente, o
numero de espécies descritas no Brasil é cerca de 8.700, do total de 31.000 reconhecidas na
Regido Neotropical (AMORIM, 2009).

1.2 - Filogenia

A monofilia da ordem Diptera é baseada em um nUmero grande e véalido de
modificagdes morfologicas ou sinapomorfias, como por exemplo, o desenvolvimento do
aparelho bucal adaptado para perfurar e sugar e a transformacéo do par de asas posterior
(metatoracicas) em 6rgdos de equilibrio para o voo (halteres ou balancins) (YEATES et al.,
2007). Esta ultima caracteristica, inclusive, auxilia a nomear a ordem, pois com tal alteracdo,
apenas o par de asas anterior € funcional.

Entretanto, a monofilia das categorias inferiores ainda € bastante discutida.
Classicamente, os dipteros eram divididos em Nematocera e Brachycera. Os nematdceros
compreendem aqueles dipteros que possuem o flagelo antenal fino e com numerosos
segmentos, encontrado, por exemplo, nos mosquitos, pernilongos, mosquito-pélvora. Os
dipteros braquiceros apresentam flagelo antenal curto e robusto, com a por¢éo final atrofiada
formando um estilo ou uma arista, como encontrada nas moscas varejeiras e moscas
domeésticas.

Mas apenas Brachycera apresenta monofilia aceita, sendo assim, as infraordens dos
dipteros nematéceros foram elevadas a subordens (AMORIM & YATES, 2006). Atualmente, a
topologia mais aceita corresponde a formacéo de dois grupos, um deles mais basal composto
por Tipulomorpha, Psychodomorpha e Culicomorpha; e outro denominado Neodiptera,
formado por Bibionomorpha e Brachycera (WIEGMANN et al., 2011). O grupo Brachycera
possui quatro diferentes subgrupos com relagdes internas mal resolvidas: Tabanomorpha,
Stratiomyomorpha, Xylophagomorpha e Muscomorpha. Este ultimo também dividido em
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Asiloidea e Eremoneura (subdividido em Empidoidea e Cyclorrhapha). O grupo dos
Cyclorrhapha é considerado monofilético por WIEGMANN et al. (2011), tendo como
caracteristicas principais a metamorfose do inseto dentro do pupéario formado pela
quitinizacdo da pele do dltimo instar larval e pela presenca de um baldo que se enche de
hemolinfa e permite que o adulto livre-se do pupério (Schyzophora). Ainda segundo estes
autores, o grupo Schyzophora possui maior diversidade dentro da ordem, com
aproximadamente 85 das 157 familias e cerca de 50 mil espécies. Neste grupo, podemos
encontrar ainda os dipteros que ndo possuem a caliptra (Acalyptratae) e 0s que possuem a
caliptera (Calyptratae), que corresponde a duas expansdes laminares localizadas proximas a
base das asas (SERRA-FREIRE & MELLO, 2006; GULLAN & CRANSTON, 2008; WIEGMANN et
al., 2011). Os caliptratos sdo conhecidos como dipteros muscoides (SERRA-FREIRE & MELLO,
2006).

1.3 — Importancia Médica-Veterindria como Transmissores de Patdgenos

Os dipteros muscoides sdo muito estudados, ndo sé devido a tamanha diversidade do
grupo, mas também devido ao alto grau de sinantropia de algumas espécies. Seguindo a
definicdo proposta por NUORTEVA (1963), as moscas sinatropicas sdo aquelas espécies que
aproveitam as condi¢6es ambientais criadas pelo homem para melhorar seu desenvolvimento.
Ainda segundo este autor, o grau de proximidade de cada espécie com o homem pode ser
inferido numericamente através do indice de sinantropia. Além desse, outros indices foram
propostos considerando também o tamanho do inseto e a capacidade de contaminacéo e
transmisséo de patégenos (MALDONADO & CENTENO, 2003).

Estes indices ajudam a determinar quais espécies possuem maior potencial como
transmissoras de patdgenos ao homem e assim, auxiliar na determinacdo de medidas de
controle. Muitos estudos foram realizados buscando relacionar e quantificar os patégenos
carreados pelas moscas.

Musca domestica Linnaeus, 1758 (Diptera: Muscidae) deve ser, provavelmente, a
espécie mais estudada na transmissao de patdgenos por apresentar altos niveis de sinantropia e
endofilia, ou seja, estd intimamente associada com o ambiente doméstico (GREENBERG, 1971,
BUTLER et al., 2010). No entanto, algumas espécies da familia Calliphoridae também
possuem estas caracteristicas e sao consideradas pragas urbanas (GUIMARAES et al.,1979). No
Brasil, na cidade de Manaus, AM, PARALUPPI et al. (1996) isolaram seis géneros de bactérias
do revestimento externo de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1974), Chrysomya putoria
(Wiedemann, 1818), Chrysomya albiceps (Wiedemann, 1819) e Lucilia eximia (Wiedemann,
1819) (Calliphoridae) coletadas em feiras livres, reiterando a importancia dessas espécies de
moscas como carreadoras de patdgenos aos humanos. No Rio de Janeiro, OLIVEIRA et al.
(2006) isolaram Escherichia coli, Citrobacter sp., Proteus mirabilis, Morganella sp.,
Klebesiella sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp., Salmonella em adultos de C.
megacephala e M. domestica.

Escherichia coli sorotipo 0157:H7 apresenta risco conhecido a saude humana e ja foi
isolada diversas vezes de diferentes espécies de dipteros muscoides (KOBAYASHI et al., 1999;
OLIVEIRA et al., 2006; AHMAD et al., 2007; BUTLER et al., 2010).

Alguns dipteros muscoides picadores, como a mosca dos estdbulos Stomoxys
calcitrans (Linnaeus, 1758) s&o muito estudados como transmissores de virus entre 0s
2



animais e destes ao homem como, por exemplo, o virus do Oeste do Nilo (West Nile Virus
Fever) (JOHNSON et al., 2010; BALDACCHINO et al., 2013).

Além destes patdgenos, helmintos intestinais como Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Strongyloides stercoralis, Taenia spp. e protozoarios Entamoeba histolytica,
Entamoeba coli, Giardia lamblia e Cryptosporidium sp. foram isolados de moscas das
espécies Chrysomya rufifacies (Macquart, 1843), M. domestica, Musca sorbens (Wiedemann,
1830), Lucilia cuprina (Wiedemann, 1830), Sarcophaga sp., Calliphora vicina Robineau-
Desvoidy, 1830 e Wohlfahrtia sp. (UMECHE & MANDAH, 1989; GETACHEW et al., 2007).

Acredita-se que o importante papel das moscas como transmissoras de patdgenos esta
relacionado com a sua habilidade de voar grandes distancias, algumas espécies podem voar
até 3km ao dia (GUIMARAES et al., 1979). Mas, além disso, a sua elevada atracdo tanto por
matéria organica em decomposicdo, assim como por locais onde o alimento é processado e
estocado (OLSEN, 1998).

1.4 - Importancia Médica-Veterinaria como Causadores de Miiases

As larvas de dipteros muscoides podem se desenvolver em tecidos do homem e de
outros animais, onde elas evoluem como parasitos. Algumas espécies sdo parasitas
obrigatdrias e as larvas sd@o denominadas biontofagas, pois se alimentam em tecido vivo, por
exemplo: Dermatobia hominis (Diptera: Oestridae) e Cochliomyia hominivorax (Diptera:
Calliphoridae). Outras espécies sdo consideradas parasitas facultativas e suas larvas séo
denominadas necrobiont6fagas ou necrdfagas, pois tém a capacidade de se alimentar de tecido
necrosado que pode estar em um organismo vivo ou ndo. Como exemplo desse Gltimo tipo,
podemos citar: Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) (Diptera: Calliphoridae) e
representantes dos géneros Chrysomya, Lucilia, Fannia e Muscina (Diptera: Calliphoridae),
além de alguns membros da familia Sarcophagidae (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999; REY,
2010).

A infestacdo por estas larvas causa um prejuizo grande para a criacdo de animais em
larga e pequena escala. Segundo GRisi et al. (2002), as perdas econdmicas podem chegar até
US$ 150 milhGes por ano, no Brasil. Os danos ao animal vdo desde ao aumento da
irritabilidade, diminuicdo do apetite, anemia, levando a perda de peso, diminuicdo na
producdo de leite, até mesmo a mastites e infecgbes graves em umbigos de recém-nascidos,
que podem levar ao desmame prematuro e a morte (BARROS & VAZQUEZ et al., 2004; HALL &
WALL, 1995; DUARTE et al., 2012).

1.5 — Importéancia Forense

As moscas se destacam também entre o grupo dos decompositores, pois algumas
espécies sdo capazes de colonizar rapidamente diversos habitats devido a sua atracdo pelo
odor exalado durante o processo de decomposi¢éo e ao fato de serem ageis e boas voadoras.

A Entomologia Forense é o estudo dos insetos e outros artrépodes associados a
eventos criminais, com o objetivo de fornecer informagdes Uteis a investigagdo (KeH, 1985).
Tradicionalmente, pode ser subdividida em trés areas: Urbana (abrange os insetos que afetam
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0 homem e seu ambiente); Pragas de produtos armazenados (relacionada com insetos ou
parte deles que s&o encontrados contaminando alimentos, por isso possuem grande
importancia econémica); Médico-Legal (relacionada com os componentes criminais do
sistema legal, enfocando os insetos necréfagos) (LORD & STEVENSON, 1986). Além destas,
duas novas areas foram propostas: Toxicologica (relacionada com a utilizacao de insetos para
a deteccdo de drogas e toxinas presentes em tecidos, além de verificar os efeitos destas
substancias sobre o desenvolvimento destes insetos, também conhecida como
Entomotoxicologia) e Ambiental (relacionada com o uso de insetos como auxilio na apuragéo
de crimes como biopirataria e impacto ambiental) (INTONA et al., 2001).

Algumas espécies de moscas sdo capazes de detectar o odor dos cadaveres
rapidamente, pois possuem especial atracao por tecido necrosado.

Segundo diversos autores, 0s dipteros muscoides sdo 0s primeiros insetos a chegar aos
cadaveres e possuem a habilidade de ovipor logo ap6s encontra-lo (SMITH, 1986; CARVALHO
et al., 2000). Além disso, as larvas sdo responsaveis por cerca de 90% da degradacdo da
massa corpdrea, desempenhando importante funcdo ecoldgica como decompositoras
(SALVIANO et al., 1996) e podem ser encontradas na maioria dos cadaveres investigados
(SALVIANO et al., 1994; Souza, 1994; OLIVEIRA-COSTA, 2003). Acredita-se que a
decomposicdo do cadaver é mais rapida quando ocorre na presenca de insetos (PAYNE, 1965;
JIRON & CARTIN, 1981).

A aplicacdo mais comum dos insetos na entomologia forense é a estimativa do
intervalo pos-morte (IPM), que € o intervalo de tempo entre a morte e quando o corpo é
encontrado. Isso pode ser determinado através do periodo minimo de atividade do inseto no
corpo em decomposi¢do. Do mesmo modo, 0s insetos também podem sugerir movimentacdes
do cadaver ap6s a morte, auxiliar na avaliacdo de ferimentos feitos no corpo, relacionar
causas e circunstancias em que ocorreu a morte, comparar um suspeito a cena do crime e,
mais recentemente, na investigacao de substancias toxicas (CATTS & GOFF, 1992; ANDERSON,
1999; BENECKE, 2004; CARVALHO et al., 2001).

Em situacGes mais extremas, quando os tecidos ou liquidos corpdreos ndo estdo mais
disponiveis e o cadaver se encontra em estagios avancados de decomposicao, imaturos de
dipteros muscoides podem ser utilizados como fonte de material para a determinacdo de
presenca de substancias toxicas, drogas e até mesmo farmacos. Isto se deve ao fato de que tais
organismos ndo metabolizam essas substancias e estas permanecem na cuticula e podem ser
identificadas muitos dias e até mesmo anos ap6s a morte (GoFrF et al., 1989; GOFF & LORD,
1994; INTONA et al., 2001; CAMPOBASSO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

De acordo com BOUREL et al. (2003), embora os insetos ainda ndo sejam amplamente
utilizados na determinacéo do intervalo pds-morte, estes devem ser usados para complementar
as técnicas tradicionais, que se tornam imprecisas a medida que este intervalo aumenta. Os
métodos histoldgicos, quimicos, bacteriologicos e fenbmenos cadavéricos também sédo
utilizados por legistas para a determinacdo do intervalo pds-morte. No entanto, 72-96 horas
apos a morte, 0s insetos servem como o instrumento de maior precisdo para a estimativa do
intervalo pos-morte (KASHYAP & PILLAI, 1989).

Recentemente, muitos estudos relacionados a entomofauna buscam definir grupos de
insetos como indicadores forenses, ou seja aquelas espécies que efetivamente buscam o
cadaver para o desenvolvimento de suas formas imaturas (BARBOSA et al., 2010;
VASCONCELOS et al.,, 2013). Muitas espécies de Diptera pertencentes as familias
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Calliphoridae, Sarcophagidae, Fanniidae, Muscidae e Phoridae tém sido associadas a corpos
em decomposicdo por diversos pesquisadores de diferentes institutos de investigacdo criminal
e de pesquisa (SMITH, 1986; OLIVA, 1997; BARBOSA et al., 2010).

1.6 — Problemas na Identificacéo

A identificacdo correta das espécies que estdo associadas a corpos ou carcagas € um
passo essencial para as andlises forenses. Algumas espécies filogeneticamente préximas e
com morfologia semelhante podem apresentar taxas de crescimento, resposta a diapausa e
ecologia diferente (KAMAL, 1958; AsH & GREENBERG, 1975; KURAHASHI, 1982).

A diferenciacdo dos dipteros muscoides de importancia médica-veterinaria e forense
normalmente é realizada através do adulto, pois a identificacdo dos imaturos é muito dificil e
até mesmo, em alguns casos, impossivel (SCHROEDER et al., 2003; MENDONCA et al., 2008;
WELLS & STEVENS, 2008; MENDONGA et al., 2010). Para a maioria das espécies de dipteros
muscoides existem chaves dicotdmicas de identificacdo de adultos (ALBUQUERQUE et al.,
1981; CARVALHO, 2002; CARVALHO et al., 2002; MELLO, 2003; CARVALHO & MELLO-PATIU,
2008; FLOREZ & WOLFF, 2009). No entanto, grande parte dos espécimes encontrados nos
cadaveres corresponde as fases imaturas (ovos, larvas e pupas) que ndo apresentam diferencas
morfologicas visiveis a olho nu ou ao microscopio optico (SMITH, 1986; QUEIROZ et al., 1997,
ANDERSON, 1999; BYRD & CASTNER, 2001). Isso se d& devido a auséncia de caracteres
diagnosticos especificos para imaturos, além de variacdes intraespecificas observadas em
algumas regides geogréficas (LIu & GREENBERG, 1989; GREENBERG & SINGH, 1995).

Como tentativa de contornar este problema, realiza-se a cria¢do dos imaturos até a fase
adulta a fim de identifica-los, mas em muitos casos criminais, a coleta no local do crime é
realizada por pessoas ndo treinadas que matam ou fixam o material, impedindo a finalizacéo
do seu desenvolvimento e, consequentemente, a identificacdo taxondmica das espécies
envolvidas (PujoL-Luz et al., 2006).

Um entrave para a criacdo dos imaturos até a fase adulta de maneira bem sucedida é o
acompanhamento dos fatores abidticos, como luminosidade, temperatura e umidade, que
precisam ser mantidos similares aqueles da regido de onde as larvas foram retiradas, caso nao
sejam mantidos, podera ocorrer imprecisdes com relacdo a determinacdo da idade dos
imaturos, bem com sua morte.

A criacdo de imaturos de moscas demanda tempo para o desenvolvimento completo
da espécie, pois o ciclo biolégico de muitas espécies ainda é desconhecido. Além disso, é
necessario um laboratorio adequado para a criacdo destes insetos devido ao substrato
preferencial de criacdo, que pode ser fezes, carne bovina, suina, de peixe, visceras de frango
putrefata (OLIVEIRA-COSTA et al., 2013). Este laboratorio de criagdo de dipteros precisa seguir
as normas de biosseguranca a fim de evitar a contaminacdo dos pesquisadores (OLIVEIRA-
CosTAetal., 2013).

Nos casos criminais, a répida determinacdo do intervalo pds-morte é crucial a
investigacdo. Frequentemente, ndo ha& tempo habil para a criagdo dos imaturos até a
emergéncia dos adultos, além disso, os espécimes podem morrer antes da identificacdo em
nivel especifico, impedindo assim a analise de evidéncias criminais importantes (OLIVEIRA-
CosTA, 2007).



1.7 — Identificacdo Através da Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Uma alternativa para minimizar a dificuldade da criagdo dos dipteros muscoides de
importancia forense e sanitaria, seria a utilizacdo da microscopia eletronica de varredura
(MEV), que é uma técnica mais apurada e permite a visualizacdo precisa de caracteres
diagnosticos ainda nas fases imaturas.

Esta técnica vem sendo utilizada por diversos autores na identificacdo de ovos, larvas
e pupas de dipteros muscoides, principalmente com espécies australianas (KITCHING, 1976),
britanicas (ERzINCLIOGLU, 1989), peruanas (GREENBERG & SzYSKA, 1984), norte-
americanas (LIU & GREENBERG, 1989; GREENBERG & SINGH, 1995) e tailandesas
(SUKONTASON et al., 2004, 2005 e 2006). Recentemente, algumas descri¢cGes de espécies
coletadas no Brasil foram publicadas (THYSSEN, 2005; THYSSEN & LINHARES, 2007,
CARVALHO, 2006; MENDONCA et al., 2008; MENDONCA et al., 2010; MENDONCA et al.,
2012a, 2012b; MENDONCA et al., 2013; MENDONCA et al., 2014a, 2014b), mas ainda nao
abrange a diversidade de espécies de importancia forense do pais.

Nosso pais possui dimensdes continentais e é constituido por varios biomas com
composi¢do bidtica e abidtica bem varidvel e, consequentemente com riqueza e diversidade
de espécies também bastante especifica. Alguns autores ressaltam que podem ocorrer
algumas varia¢fes morfoldgicas entre populacbes de dipteros de regibes geograficas e
biomas diferentes (GREENBERG & SINGH, 1995), principalmente em casos onde haja
introducdo de novas espécies e isolamento de outras, como no caso de Cochliomya
macellaria (Diptera: Calliphoridae).

Desta forma, com os estudos ainda tdo incipientes, ndo existem chaves de
identificacdo de imaturos no Brasil que fornecam caracteres morfologicos diagnosticos que
englobem a diversidade de espécies de importancia forense no pais. Assim, a elaboragdo de
um banco de dados baseados em micrografias eletronicas poderia auxiliar peritos,
investigadores e pesquisadores na identificacdo de imaturos de dipteros em qualquer lugar
em que estes imaturos ocorram.

1.8 — Identificacdo Através de Caracteres Moleculares (Codigo de Barras)

Atualmente, com todos os problemas relacionados a coleta dos espécimes, criacdo até
a fase adulta e auséncia de chaves de identificacdo abrangentes, a busca por novas formas de
identificar os dipteros muscoides é constante.

A biologia molecular tem se popularizado a cada dia e técnicas rotineiras usadas em
laboratdrios forenses também podem ser utilizadas na identificacdo de insetos. Segundo
WELLS & STEVENS (2008), a determinacdo de espécies através da genotipagem tem sido a
Unica técnica usada rotineiramente por entomologistas forenses na Europa e nos Estados
Unidos.

A utilizagdo de sequencias de DNA para a taxonomia de espécies da ordem Diptera
data de meados da década de 1990. De acordo com MEIER & ZHANG (2009), essa ampla
utilizacdo ocorreu devido ao grande nimero de espécies de dipteros economicamente
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importantes (hematofagos, fitofagos e forenses), as dificuldades de identificacdes atraves de
métodos tradicionais e aos estudos genéticos conduzidos massivamente com espécies dos
géneros Drosophila Fallén e Anopheles Meigen. Isso levou a facilidade no desenho de
iniciadores e a consequente obtencdo de um grande nimero de sequéncias de dipteros.

As analises moleculares apresentam vantagens claras quando comparadas a taxonomia
classica (Optica ou eletronica de varredura) como, por exemplo, ndo necessitar do inseto
inteiro para que sejam realizadas as analises, assim como pode ser utilizada em qualquer
estagio de desenvolvimento e como quantidades infimas de material. Outra vantagem seria a
necessidade apenas de treinamento para a execucao dos procedimentos técnicos, sem que
fosse preciso conhecimentos sobre biologia ou criacdo dos dipteros, tornando o trabalho de
peritos criminais mais simples e rapido.

Os marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer segmento especifico
do DNA que pode ser utilizado para distinguir entidades geneticamente diferentes
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; SANDOVAL, 2011). Vérios marcadores moleculares
foram propostos para fornecer um diagnostico espécie-especifico para dipteros, dentre 0s
principais podemos citar: citocromo ¢ oxidase subunidades I e I, 28S do RNA ribossomal,
espacadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) e microssatélites (STEVENS & WALL, 2001,
HEBERT et al., 2003; BEHURA, 2006; NELSON et al., 2007; MEIER & ZHANG, 2009).

No entanto, 0 DNA mitocondrial é a regido mais utilizada, pois apresenta heranca
materna, é haploide e possui alta taxa evolutiva, alem disso, nos insetos é flanqueado por
regibes bastante conservadas, facilitando a amplificacdo (SIMON et al., 1994; BEHURA,
2006). Dentro do genoma mitocondrial, a regido de escolha é o gene do citocromo ¢ oxidase
subunidade | (col), pois é um gene que codifica uma proteina e ndo apresenta introns.
Segundo MEIER & ZHANG (2009), col é o gene com cobertura mais ampla entre os taxons de
Diptera.

Baseado na necessidade de identificar mais rapidamente as espécies, HEBERT et al.
(2003) propuseram a utilizacéo de uma regido do DNA que funcionasse como um codigo de
barras para a identificacdo das espécies existentes e assim, consequentemente, permitir a
delimitacdo e descoberta de novas espécies. Esta iniciativa recebeu o nome de “The Barcode
of Life Project” (Projeto do Codigo de Barras da Vida) e tem como objetivo desenvolver um
sistema universal para identificacdo de todos os seres eucari6ticos baseado em uma
abordagem molecular padronizada (MILLER, 2007). Este € um projeto retne pesquisadores
de diversas universidades e centros de pesquisas no mundo, agrupados pelo “Consortium for
the Barcoding of Life” (http://www.barcoding.si.edu).

A regido eleita como regido barcode foi uma porc¢éo de 648pb do gene do citocromo ¢
oxidase subunidade 1 (col), posi¢bes 1490-2198 no final da por¢do 5°, tendo como referéncia
0 genoma mitocondrial de Drosophila yakuba (Burla, 1954) (Diptera: Drosophilidae). No
entanto, poucos sdo as sequencias disponiveis nos bancos de dados contento informacdes de
espécies de dipteros de importancia médica-veterinaria e forense, principalmente com
amostras coletadas no Brasil.

Alguns pesquisadores analisaram a regido col completa de espécies de dipteros
muscoides, mas sdo poucos 0s registros na literatura de analises de espécies coletadas no
Brasil (WELLS & SPERLING 1999, 2001; WALLMAN & DONNELLAN, 2001; WELLS et al.,
2007; BOEHME et al., 2012). Além disso, a regido barcode foi analisada apenas por NELSON
et al. (2007) que estudaram espécies do género Chrysomya Robineau-Desvoidy coletadas na
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Australia; RAMARAJ et al. (2014) que identificaram, pela primeira vez, a variante
sinantropica de C. megacephala ocorrendo no sudeste da India através do barcode.

1.9 — Familia Calliphoridae

Esta familia é representada por aproximadamente 108 géneros com total de 1.526
espécies no mundo (THompsoN, 2008). No Novo Mundo, sdo cerca de 20 espécies
endémicas e 4 introduzidas, distribuidas em 7 géneros: Chloroprocta van der Wulp,
Cochliomyia Townsend, Compsomyops Townsend, Chrysomya, Hemilucilia Brauer, Lucilia
Robineau-Desvoidy e Paralucilia Brauer & Bergenstamm (THOMPSON, 2008).

Moscas desta familia sdo conhecidas popularmente como moscas varejeiras e
apresentam caracteristicas bioldgicas e comportamentais bastante diversificadas, entretanto,
a variacdo morfoldgica dentro dos géneros é pequena.

Apresentam larvas vorazes e extremamente competitivas pelos recursos alimentares.
No entanto, ndo sdo restritas a necrofagia, algumas espécies podem se alimentar de tecido
vivo, bem como de matéria organica vegetal e lixo orgénico (FERREIRA et al., 1995).

No Brasil, BARBOSA et al. (2010) relataram que as trés espécies mais abundantes de
dipteros coletadas em carcacas de Sus scrofa (porco doméstico) no Rio de Janeiro eram
pertencentes a esta familia, reiterando a condicdo de indicadoras forenses ja proposta por
outros autores (SALVIANO et al., 1996; CARVALHO et al., 2000; THYSSEN, 2000).

Os géneros que apresentam maior importancia forense sdo Chrysomya, Cochliomyia,
Lucilia e Hemilucilia, tendo sido relatados por diversos autores como colonizadores de todos
0s estagios de decomposi¢do (MONTEIRO-FILHO & PENEREIRO, 1987; BARBOSA et al., 2010;
CARVALHO et al., 2000).

Segundo PRADO & GUIMARAES (1982), a introducdo das quatro espécies
representantes do género Chrysomya no Brasil data de 1975, coincidindo com a chegada de
refugiados africanos oriundos de Angola e Mogambique (GUIMARAES et al., 1979). As
espécies introduzidas no Brasil foram C. albiceps, C. megacephala, C. putoria e
C. rufifacies, sendo esta Ultima relatada pela primeira vez em nosso territorio por SILVA et
al. (2012). Atualmente, as trés primeiras espécies sdo coletadas abundantemente nas cinco
regides geograficas do pais.

As espécies do género Chrysomya apresentam rapido crescimento populacional e
elevada taxa de dispersdo, desta forma, acredita-se que estas caracteristicas tenham
facilitado o deslocamento e a supressao de algumas espécies nativas da regido (GUIMARAES
et al., 1979). LINHARES (1981) e FERREIRA (1983) associaram a reducéo da populacao nativa
de C. macellaria coletadas em Campinas, SP e Goiania, GO, respectivamente, a presenca de
C. putoria, que ocuparia nicho semelhante & espécie nativa. FERREIRA (1983) relatou a
reducdo de mais de 70% da frequéncia da espécie nativa nas coletas e um aumento
proporcional da espécie introduzida.

Os imaturos deste género apresentam preferéncia alimentar bastante ampla, variando
de fezes de animais e humanos a frutas e carcacas. S&o consideradas também espécies
enddfilas, pois frequentemente invadem casas em busca de locais para postura
(BAUMGARTNER & GREENBERG, 1984). Devido a esses habitos e a elevada prevaléncia, as
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espécies do género Chrysomya sdo relatadas como causadoras de miiases secundarias no
homem e em outros animais (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999; QUEIROZ et al., 1997,
SUKONTASON et al., 2005).

As moscas do género Lucilia apresentam o comportamento sinantropico tipico e
também estdo associadas aos humanos e seus habitats, sendo frequentemente encontradas
em carcacas e lixdes (NORRIS, 1965; LINHARES, 1981, D’ALMEIDA & LOPES, 1983;
FERREIRA & LACERDA, 1993). Sdo espécies bastante estudadas devido ao comportamento
biontéfago das suas larvas, em casos de infestacdes artificiais em ovelhas lanadas no Brasil,
como causadoras de miiases primarias em ovinos na Australia e em seres humanos, em
outros paises (ZumpT, 1965; TWNEND, 1987; MOREIRA-LIMA & MOoYA-BORJIA, 1997;
ABOSERA & MORSY, 2013; MIsrA et al., 2013).

Segundo EARLY & GoFF (1986), L. cuprina é uma espécie dominante durante a fase de
decomposicdo ativa da carcacga, sendo responsavel pela remocdo de grande quantidade de
material. Entretanto, a frequéncia de adultos desta espécie foi baixa em experimentos
realizados no Rio de Janeiro (SALVIANO et al., 1996; BARBOSA, 2008; CAETANO, 2012).

Lucilia eximia é uma espécie pioneira na decomposicdo e pode ser considerada uma
espécie chave na estimativa do intervalo pds-morte, pois ndo apresenta tendéncias sazonais e
com relagdo ao habitat (MOURA et al., 1997), além de estar relacionada aos primeiros dias de
decomposicéo (estagios fresco e gasoso) (BARBOSA, 2008; CAETANO, 2012).

As duas espécies representantes do género Hemilucilia apresentam comportamento e
morfologia bastante semelhantes, compartilhando os mesmos recursos, mas com diferentes
taxas de crescimento e maturacdo. Hemilucilia semidiaphana (Rondani, 1950) e
H. segmentaria (Fabricius, 1805) sdo endémicas das Ameéricas do Sul e Central e estdo
associadas a ambientes florestais, sendo raramente encontradas em &reas urbanas, isso as
torna espécies indicadoras de movimentacdo de cadaveres (DEAR, 1985; CARVALHO et al.,
2000). Séo espécies necrdfagas e as larvas geralmente se alimentam de matéria organica em
decomposicdo e fezes (LINHARES, 1981; THYSSEN & LINHARES, 2007). Outras duas espécies
do género, Hemilucilia benoisti Séguy,1925 e Hemilucilia souzalopesi Mello, 1972 sao
restritas a regido Sul do pais (CARVALHO & RIBEIRO, 2000).

Apesar de ndo existirem relatos na literatura que apontam estas espécies como
causadoras de miiases, H. segmentaria foi coletada carreando ovos de D. hominis, espécie
causadora de miiase primaria, na Reserva Bioldgica do Tingua, Rio de Janeiro, RJ
(MARINHO et al., 2003). Larvas desta espécie foram coletadas pela primeira vez em
cadaveres humanos por KosMANN et al. (2011), em Minas Gerais. Entretanto, larvas das
duas espécies do género foram observadas colonizando carcacas de animais em regides de
mata por diversos autores (CARVALHO et al., 2000; MARINHO et al., 2003). VASCONCELOS et
al. (2013) observaram que as espécies deste género foram encontradas visitando a carcaca
suina minutos apdés a morte e também colonizando este recurso, correspondendo a
aproximadamente 60% dos adultos emergidos oriundos da carcaca.

O género Cochliomyia é endémico do Novo Mundo onde esta representado por quatro
especies: C. hominivorax (Coquerel, 1858), C. aldrichi Del Ponte, 1938, C. minima Shannon,
1962 e C. macellaria (Fabricius, 1775) (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999). No Brasil, apenas
C. hominivorax e C. macellaria séo encontradas (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999).

As larvas de C. hominivorax sdo causadoras de miiases primarias, uma vez que sdo
parasitas obrigatdrias de animais pecilotérmicos. Os adultos sdo conhecidos por moscas das
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bicheiras, pois causam feridas consideraveis em animais domesticos, selvagens e até mesmo
em humanos (CRAMER-RIBEIRO et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2005; THYSSEN et al., 2012).

Cochliomyia macellaria € conhecida como causadora de miiase secundaria, uma vez
que se alimenta de tecido necrosado, contribuindo assim para o agravamento de uma infeccao
ja estabelecida, bem como aumentando o nimero de infec¢Bes secundarias (GOMES et al.,
2000). Alem disso, apresentam importancia médica-veterinaria, pois também foi observada
carreando ovos de D. hominis, espécie que causa grandes perdas econémicas ao gado (GRIsI
et al., 2002).

Como ja foi relatado anteriormente, C. macellaria era coletada em grande frequéncia
em experimentos utilizando-se carcagas de animais como isca, mas com a introducdo das
espécies do género Chrysomya, sua frequéncia tem sido bastante pequena nos experimentos
de campo. Ha relatos na literatura de imaturos desta espécie associados a cadaveres humanos
em Pernambuco e na cidade de Cali, na Colémbia (BARRETO et al., 2002; OLIVEIRA &
VASCONCELOS, 2010).

1.10 — Familia Sarcophagidae

Esta familia é composta por 3.073 espécies distribuidas em 355 géneros no mundo,
catalogadas por PAPE (1996) (THomMPSON, 2008). Ainda segundo este autor, 750 espécies sao
encontradas na regido Neotropical, a maioria delas em areas tropicais e temperadas mais
quentes. S@o reconhecidas trés subfamilias: Miltogramminae, Paramacronychiinae e
Sarcophaginae (PAPE, 1996).

Apenas os imaturos da subfamilia Sarcophaginae se alimentam de excrementos e
matéria organica em decomposi¢do, desempenhando papel importante para a entomologia
forense (BYRD & CASTNER, 2001). De um modo geral, acredita-se que as espécies da familia
Calliphoridae séo as pioneiras a chegar a uma carcaca (SMITH, 1986), no entanto diversos
autores relatam a presenca de sarcofagideos desde os primeiros dias ap6s a morte
permanecendo até estdgios bem avancados de decomposicdo (BENECKE et al., 2004;
VASCONCELOS et al., 2013).

As fémeas desta familia sdo larviparas, em contraste com as fémeas pertencentes ao
grupo dos califorideos que sdo oviparas, isso configura uma vantagem para este grupo, pois
permite que as larvas atinjam a carcaca, mesmo no caso onde barreiras fisicas que impecam
a chegada do adulto (DENNO & COTHRAN, 1976). As larvas da maioria dos sarcofagideos séo
bem maiores do que as de outras familias, isso faz com que estes imaturos sejam
preferencialmente coletados por peritos inexperientes que acreditam que estas sejam as
larvas mais antigas da carcaga. Existem relatos de membros desta familia se desenvolvendo
em carcagas de animais e cadaveres humanos (SALVIANO et al., 1996; BARBOSA et al., 2009;
CARVALHO & LINHARES, 2001).

Os sarcofagideos apresentam alta diversidade em coletas utilizando-se carcacas de
animais como isca (SALVIANO et al., 1994; CARVALHO & LINHARES, 2001; OLIVEIRA-COSTA
et al.,, 2001). Ainda segundo estes autores, os géneros Peckia Robineau-Desvoidy e
Oxysarcodexia Townsed apresentam maior abundéncia e riqueza de espécies no Brasil.

Devido a atratividade por matéria organica em decomposicdo, além de substancias
fermentadas, sangues e feridas, alguns representantes desta familia apresentam destacada
importancia como transmissores de patogenos (MARCHENKO, 1985). Alguns autores relatam
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ainda miiases em animais e humanos causados por espécies de sarcofagideos (Souza et al.,
1990; GUIMARAES & PAPAVERO, 1999).

As espécies desta familia possuem a morfologia muito semelhante e a taxonomia é
realizada através da genitalia do macho; fémeas e imaturos sdo muito dificeis de serem
identificados. CARVALHO & MELLO-PATIU (2008) elaboraram uma chave com desenhos de
genitélias de machos de diversas espécies de importancia forense na América o Sul. VAIRO
(2011) prepararam uma chave pictorica com fotografias de microscopia Optica de genitalias
de machos da regido Sul do Brasil. No entanto, a maior parte dos espécimes coletados nas
carcacgas correspondem aos imaturos e as fémeas, que buscam este recurso com fonte
alimentar para sua prole. Desta forma, as formas de identificagdo dos membros desta familia
ainda permanecem problematicas.

Com o objetivo de abordar de maneira mais clara as duas metodologias utilizadas na
identificacdo dos dipteros muscoides, este estudo foi dividido em dois capitulos. As espécies
que foram utilizadas para a caracterizacdo molecular ja possuem descricdes através da
microscopia eletrénica de varredura (MENDONCA et al., 2008, 2010, 2012a, 2012b;
SUKONTASON et al., 2006; THYSSEN, 2005; THYSSEN & LINHARES, 2007).

No primeiro capitulo, foi realizada a caracterizacdo morfoldgica de imaturos, atraves
da microscopia eletrénica de varredura, de trés espécies de dipteros muscoides: Peckia
(Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae), Lucilia cuprina e Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae), espécies de importancia médica-veterinaria e forense.

No segundo capitulo, foi realizada a caracterizacdo molecular de nove espécies de
dipteros muscoides, através da regido barcode. Para isso, foram analisadas as espécies
Chrysomya albiceps, C. megacephala, C. putoria, C. rufifacies, Lucilia cuprina, Hemilucilia
segmentaria, H. semidiaphana, Chloroprocta idioidea e Cochliomyia macellaria. Além
disso, buscou-se diferenciar geneticamente as espécies introduzidas no Brasil do género
Chrysomya, assim como avaliar os genes nucleares fator de elongagéo 1 alfa (EF-al) e
white (wec) como marcadores para a identificacdo de dipteros das espécies da familia
Calliphoridae.
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CAPITULO I

ULTRAESTRUTURA DOS ESTAGIOS IMATUROS DE PECKIA
(EUBOETTCHERIA) COLLUSOR (DIPTERA: SARCOPHAGIDAE), LUCILIA CUPRINA E
COCHLIOMYIA MACELLARIA (DIPTERA: CALLIPHORIDAE), DIPTEROS
MuSCOIDES DE IMPORTANCIA SANITARIA E FORENSE
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RESUMO

Os dipteros caliptratos sdo insetos com destacada importancia econdmica, em satde publica e
para as ciéncias forenses, devido as diversas maneiras que podem se relacionar com o homem,
Os adultos sdo conhecidos vetores de patdgenos e atuam como agentes irritantes e
espoliadores de animais de producdo. Os imaturos de algumas espécies podem ser parasitas de
diversos animais e do homem, causando miiases. No entanto, as larvas também apresentam
reconhecido valor na determinacdo do intervalo pos-morte (IPM), principal questdo a ser
respondida pela Entomologia Forense, uma vez que os dipteros muscoides sdo 0s primeiros a
chegar ao cadaver e podem ovipor ou larvipor imediatamente. Desta forma, o conhecimento
preciso da morfologia dos imaturos que colonizam as carcacgas sera mais uma ferramenta para
auxiliar pesquisadores, peritos e investigadores. Os imaturos presentes nas carcagas possuem
uma uniformidade morfolégica, sendo praticamente indistinguiveis a olho nu e, em alguns
casos também com microscépio de luz. Assim, a microscopia eletrénica de varredura fornece
caracteres mais apurados que podem ser utilizados na identificacdo das espécies. Esse
trabalho teve como objetivo caracterizar os imaturos de trés espécies de dipteros muscoides de
importancia sanitaria e forense: Peckia (Euboettcheria) collusor (larvas e pupérios), Lucilia
cuprina (larvas e puparios) e Cochliomyia macellaria (ovos, larvas e puparios) através da
microscopia eletrbnica de varredura. Foram analisados 30 exemplares de cada estagio
provenientes de coldnias de laboratério. Ovos e larvas foram transferidos para placas de Petri
contendo hidroxido de sodio e lavados com agua destilada. Depois foram fixados com solucéo
de glutaraldeido em tampdo cacodilato de sédio e pos-fixados em tetroxido de Gsmio,
desidratados em séries crescentes de acetona e submetidos ao método de secagem pelo ponto
critico, montados em suportes metalicos e cobertos por ouro, para permitir a visualizacdo ao
microscopio eletrénico de varredura. Pupas com 48 a 72 horas de formacgdo foram lavadas,
congeladas e depois montadas em suportes metalicos e cobertas por ouro para observacdo. Os
ovos de C. macellaria apresentam as células que formam o exocérion do mesmo tamanho por
todo o ovo. Esta caracteristica que permite diferencia-los de C. hominivorax que apresenta
células menores na regido posterior do ovo. A area mediana termina afilada na regido
posterior e bifurcada na regido anterior, além disso, foram observados orificios nas ilhas da
area mediana. Estas caracteristicas combinadas distinguem C. macellaria de representantes de
Chrysomya. As larvas das trés espécies sdo muito semelhantes. As papilas do complexo do
palpo maxilar em uma cavidade parecem ser especificas do subgénero Euboettcheria. As
aberturas respiratorias do espiraculo anterior dispostas em fileiras irregulares sdo exclusivas
da familia Sarcophagidae. A presenca de espinhos filamentosos no ultimo segmento larval é
caracteristica especifica do género Lucilia. Além disso, 0s puparios desta espéecie foram 0s
unicos que apresentaram uma linha longitudinal lateral no térax e uma constricdo no
abdoémen. As larvas de primeiro instar de C. macellaria apresentam duas aberturas
respiratorias no espiraculo posterior e esta € uma caracteristica restrita a este género. A
auséncia de espinhos no espiraculo posterior de C. macellaria a diferencia de C. hominivorax.
Este estudo permitiu destacar diversas caracteristicas que podem ser combinadas para
identificar as espécies de importancia sanitaria e forense.

Palavras-chave: Moscas; Imaturos; Entomologia Médica-Veterinaria
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ABSTRACT

Muscoids diptera are insects with considerable importance in public health and also in
forensic sciences because of how they are related to man. The imagos are known as pathogen
vectors and act as irritants and spoilers of livestock. Larvae can be parasites of many animals
and also humans, causing myiasis. These larvae, however, can also be useful to determine the
post-mortem interval (PMI), the main question in Forensic Entomology, since the flies are the
first insects to arrive at a dead body and can oviposit / larviposit on a dead body immediately
after arrival. The knowledge of the correct morphology of the immature insects that colonize
the carcasses will be an important tool to help forensic investigators and researchers.
Immatures found on a carcass are morphologically similar to each other and it is impossible to
distinguish among them using light microscope. Therefore, scanning electron microscopy
gives detailed information on the morphological characters, which can help identify the
immature forms of the flies. The aim of this study is to identify immature of three muscoids
with forensic and sanitary importance using this methodology: Peckia (Euboettcheria)
collusor (larvae and puparia), Lucilia cuprina (larvae and puparia) e Cochliomyia macellaria
(eggs, larvae and puparia). Thirty samples from each instar were observed and observed in a
scanning electron microscope. The chorionic structure showed an hexagonal pattern and
regular size in eggs of C. macellaria. This characteristic could discern from C. hominivorax,
where the size of chorionic cells is smaller at the posterior end of the egg. The median area
end is tapered at the posterior region, and bifurcated at anterior region, in addition, some
perforations could be observed in the islands inside the median area. The combination of these
characters could distinguish C. macellaria from other species of the genus Chrysomya. The
larvae of the three studied species were very similar. The papillae found on the maxillary palp
complex seem to be specific to the subgenus Euboettcheria. The respiratory openings of the
anterior spiracle disposed in irregular rows are exclusively found in Sarcophagidae. The
presence of filamentous spines on the last anal segment are only found in the genus Lucilia.
Additionally, the puparia of this specieswere the only ones to display a longitudinal ridge,
which is a continuous lateral line along the thoracic segments, and a constriction of the
abdomen. The first instar larvae of C. macellaria present two respiratory openings at the
posterior spiracle, which is a feature restricted to this genus. The absence of spines on the
posterior spiracle also can distinguish between C. macellaria from C. hominivorax. This study
helped to highlight many features that can be used to identify the species of sanitary and
forensic importance.

Key Words. Fly, Immature, Veterinary Entomology
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1. INTRODUCAO

Os dipteros muscoides estdo entre os grupos de insetos com maior diversidade de
espécies do planeta (GRIMALDI & ENGEL, 2005). Esses insetos apresentam destacada
importancia para a medicina humana, veterindria e para as ciéncias criminais, devido,
principalmente a diferenca de habitats onde os adultos e imaturos vivem. Essa diferenca faz
com que estes insetos sejam conhecidos vetores de patdgenos e causadores de miiases, além
de serem coletados em abundéncia colonizando cadaveres.

As larvas de moscas podem se desenvolver em matéria organica de origem animal e
vegetal em diferentes estagios de decomposi¢do. Assim, os adultos que buscam estes
ambientes como locais de copula e para postura de seus imaturos podem carrear patdgenos
aderidos a superficie corporal que é recoberta por cerdas. Diversos autores analisaram nédo sé
a parte externa do corpo, bem como o conteddo intestinal dessas moscas e relataram a
presenca de patdgenos causadores de doengas nos homens e em outros animais (FURLANETTO
et al., 1984; QUEIROZ et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002). Além da visita a locais insalubres,
algumas espécies de muscoides apresentam altos indices de sinantropia e endofilia, ou seja,
s80 espécies que vivem em contato direto com 0 homem e com a sua residéncia, o que pode
aumentar significativamente a transmissdo de patégenos (MALDONADO & CENTENO, 2003).

Além de vetores mecanicos de patdgenos, as fémeas de algumas espécies procuram o
tecido animal para a postura de seus ovos ou larvas, onde elas evoluem como parasitos,
levando a destruicdo do tecido. Algumas espécies s se desenvolvem em tecido vivo, como €é
0 caso de Dermatobia hominis (Linnaeus Jr., 1781) (Diptera: Oestridae) e Cochliomyia
hominivorax (Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae). Estas larvas s&o denominadas
biontéfagas e sdo capazes de causar miiases primdrias. Outras espécies apresentam
preferéncia por tecido necrosado que pode estar em um organismo vivo ou ndo. Neste caso, as
larvas sdo consideradas parasitas facultativas e sdo denominadas necrobiontéfagas ou
necréfagas. Como exemplo desse Ultimo tipo, podemos citar: Cochliomyia macellaria
(Fabricius, 1775) e representantes dos géneros Chrysomya, Lucilia, Fannia e Muscina
(Diptera: Calliphoridae, Fanniidae e Muscidae), além de alguns membros da familia
Sarcophagidae (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999; REY, 2010).

As espécies que apresentam preferéncia por se desenvolver em tecido necrosado,
algumas vezes também sdo encontradas colonizando cadaveres. Estes grupos apresentam
importancia para a Entomologia Forense, que € a ciéncia que se caracteriza por estudar a
fauna de insetos e outros artropodes associados a eventos criminais (NUORTEVA, 1977; KEH,
1985; SMITH, 1986; CATTS & GOFF, 1992).

Segundo alguns autores, os dipteros muscoides sdo 0s primeiros insetos a chegar aos
cadaveres e possuem a habilidade de ovipor ou larvipor logo apds encontra-lo (SmiTH, 1986;
CARVALHO et al., 2000). A aplicagdo mais comum dos insetos na entomologia forense é a
estimativa do intervalo pés-morte (IPM), que € o intervalo de tempo entre a morte e quando 0
corpo é encontrado. 1sso pode ser determinado através do periodo minimo de atividade do
inseto no corpo em decomposicao.

16



Algumas espécies possuem habitos mais especificos e uma distribuicdo geografica
mais restrita, sugerindo assim, movimentacdo de cadaveres e permitindo a comparagao de um
suspeito a cena do crime. E possivel, também a deteccdo de substancias toxicas, assim como
drogas licitas e ilicitas em imaturos de dipteros muscoides, auxiliando em casos de
intoxicacdo acidental ou overdose (CATTS & GOFF, 1992; BENECKE, 1998; ANDERSON, 1999;
CARVALHO et al., 2001). Além disso, o conhecimento dos recursos alimentares preferenciais
pode auxiliar a determinar casos de maus tratos (BENECKE & LESSIG 2001; BENECKE et al.,
2004).

Geralmente, as moscas da familia Calliphoridae sdo os primeiros insetos a chegar ao
cadaver e ovipor (SMITH, 1986). Essa primeira postura é a mais importante para determinar o
intervalo pods-morte, no entanto, existem estudos que apontam membros da familia
Sarcophagidae também atuando como pioneiros em carcagas (BENECKE, 1998). Além disso,
em contraste com os califorideos, as fémeas de sarcofagideos sdo larviparas, o que facilita a
colonizagdo por esses insetos, caso haja alguma barreira fisica, por exemplo.

Os sarcofagideos, em geral, sdo adultos grandes e suas larvas e puparios também sao
grandes. Esta caracteristica pode confundir um investigador menos experiente que pode
assumir que estas larvas maiores do que as outras fazem parte das primeiras posturas
realizadas no cadaver (PAPE, 1996; SALVIANO et al., 1996). O sarcofagideo Peckia
(Euboettcheria) collusor é uma espécie necréfaga e segundo diversos autores, possui papel
importante na entomologia forense (SALVIANO et al., 1996; CARVALHO & LINHARES, 2001;
BARROS et al., 2008; BARBOSA et al., 2009).

A espécie Lucilia cuprina faz parte da familia Calliphoridae, e assim como a maioria
dos membros desta familia, € uma espécie pioneira nas carcacas (SMITH, 1986). EARLY &
GOFF (1986) relataram esta espécie como dominante durante os estagios ativos de
decomposicdo, no Havai e, assim, responsaveis pela remocao de grande parte do tecido.

Essa espécie também apresenta habito sinantrépico tipico, estando intimamente ligada
ao homem e ao seu ambiente. Isso a torna importante transmissora de patdgenos e causadora
de miiases no homem e em animais (NORRIS, 1965; LINHARES, 1981; STEVENS & WALL, 1996;
FERREIRA & LACERDA, 1993).

O outro representante da familia Calliphoridae estudado é Cochliomyia macellaria,
conhecida por ser causadora de miiase secundaria ou facultativa em homens e animais, pois
possui nitida preferéncia por tecido necrosado (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999). Esta espécie
apresenta muita semelhanga com imaturos de Cochliomyia hominivorax, que é a principal
causadora de miiases primaria em animais no Brasil (ANzIANI et al., 2000)

Além disso, os imaturos desta espécie se criam em carcagas de animais e de humanos
(CATTS & GOFF, 1992; OLIVA, 2001), sendo facilmente confundidas com imaturos do género
Chrysomya. Segundo ORTLOFF et al. (2012), as espécies C. macellaria e L. cuprina foram as
espécies mais coletadas em carcacas de porcos na cidade de Temuco, Chile.

O conhecimento da biologia, da ecologia e principalmente da morfologia dos imaturos
¢ primordial para que estes insetos possam auxiliar peritos e investigadores criminais.
Tradicionalmente, a identificacdo dos dipteros muscoides é baseada na morfologia do adulto.
No entanto, da fase de desenvolvimento mais encontrada em cadaveres corresponde aos
imaturos e a diferenciacdo neste estagio é bastante dificil. Isso acontece porque as espécies
possuem caracteristicas muito semelhantes, sendo indistinguiveis a olho nu e em muitos
casos, até mesmo com o auxilio de microscopia de luz.
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Sendo assim, rotineiramente, as larvas sdo criadas até que atinjam a fase adulta para
que seja realizada a identificacdo baseada em chaves taxondmicas que séo bem estabelecidas
(ALBUQUERQUE et al., 1981; CARVALHO, 2002; CARVALHO et al., 2002; MELLO, 2003;
CARVALHO & MELLO-PATIU, 2008; FLOREZ & WOLFF, 2009). Entretanto, é necessario que
fatores abidticos semelhantes aqueles encontrados no local de coleta, bem como substrato no
estagio adequado de putrefacdo sejam mantidos para que os célculos do intervalo pds-morte
sejam realizados de maneira correta.

Em muitos casos, se faz necessario a identificacdo rapida e precisa das espécies ainda
na fase de imaturos e a microscopia eletrénica de varredura pode auxiliar neste processo. A
microscopia eletrénica de varredura permite a visualizagdo mais acurada de caracteres que
podem ser diagnosticos. Diversos autores descrevem imaturos de dipteros muscoides de
importancia sanitaria e forense no Brasil (THYSSEN, 2005; CARVALHO, 2006; THYSSEN &
LINHARES, 2007; MENDONCA et al., 2008; MENDONCA et al., 2010; MENDONCA et al., 2012a,
2012b; MENDONGA et al., 2013; MENDONGCA et al., 20144, 2014b).

No entanto, segundo GREENBERG & SINGH (1995) podem ocorrer algumas variacdes
morfolégicas entre populagdes de dipteros de regides geograficas e biomas diferentes. Sendo
assim, € importante que haja uma tentativa de descrever os imaturos de dipteros coletados em
diferentes regides com o objetivo de abranger a diversidade de espécies de importancia
forense no pais.

Assim, este capitulo teve como objetivo fornecer subsidios para a identificacdo de
imaturos de trés espécies de dipteros caliptratos de importancia médica-veterinaria e forense
através da microscopia eletronica de varredura. De maneira mais especifica foi realizado:

a)  descricdo de larvas de primeiro, segundo e terceiro instar e puparios da espécie
Peckia (Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae);

b)  descricdo de larvas de primeiro, segundo e terceiro instar e puparios da espécie
Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae);

c) descricdo dos ovos, larvas de primeiro, segundo e terceiro instar e puparios da
espécie Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae);

d) comparacdo os caracteres morfoldgicos diagndsticos entre membros de
familias diferentes (Sarcophagidae e Calliphoridae), bem como de géneros diferentes dentro
da mesma familia (Lucilia e Cochliomyia).
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2. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses, Setor
de Entomologia Médica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ.
As imagens foram obtidas no microscopio eletronico de varredura Jeol JSM 6390LV da
Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth, do Instituto Oswaldo Cruz, Fundagéo
Oswaldo Cruz.

Os muscoides foram provenientes das col6nias mantidas em laboratério, a partir de
adultos capturados seguindo a metodologia de coleta descrita em BARBOSA et al. (2009).
Peckia (E.) collusor foi coletada no campus da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), no bairro
de Manguinhos, Rio de Janeiro (22°52°33”S 43°14°47°W), RJ; e Lucilia cuprina e
Cochliomyia macellaria foram coletadas no campus da Universidade Federal do Amapa
(Unifap), no bairro Jardim Marco Zero, Macapa (0°00°22.5’S 51°05°04.3°°W), AP.

Os insetos foram capturados utilizando-se como isca para atrair as moscas, carcagas de
porcos domésticos (Sus scrofa L.), com aproximadamente 15 kg. O porco recém-morto foi
adquirido de comerciantes que vendem diretamente para o consumo humano e colocado
dentro da armadilha, j& utilizada em experimentos de Entomologia Forense no campus da
Fiocruz e da Unifap. A armadilha consistia em uma estrutura metalica, confeccionada com
vergalhdo de ferro, sob a forma piramidal, com 1,50m de altura e 1,00m de base, coberta por
um tecido de algodéo preto, com a parte inferior confeccionada com tecido de nailon branco,
para permitir a entrada de luz. Na parte superior da piramide, foi encaixado um tubo de PVC
com uma janela central coberta por nailon que serviu como coletor dos insetos. Sob a
armadilha, diretamente no ch&o era colocada a carcaca do porco e sobre esta, uma grade
metalica cubica (70 cm x 70 cm x 50 cm) a fim de evitar a acdo de animais carniceiros que
pudessem remover a carcaca (Figura 1).
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Figura 1: Armadilha utilizada para coleta de dipteros muscoides.
Imagem: Margareth M. C. Queiroz

Os insetos adultos capturados foram levados ao laboratorio, anestesiados em
congelador por cinco minutos e posteriormente identificados através de analise morfoldgica
utilizando chaves dicotémicas classicas (MELLO, 2003; CARVALHO & MELLO-PATIU, 2008).

Depois, os imagos de Peckia (Euboettcheria) collusor, Lucilia cuprina e Cochliomyia
macellaria foram transferidas para gaiolas de madeira (30 cm x 30 cm x 30 cm) revestidas
com tela de nailon para criacdo dos insetos (Figura 2). Durante trés dias, os dipteros
receberam somente agua e acucar que foram mantidos nas gaiolas por todo o tempo da
criacdo. A partir do quarto dia, foi introduzida a carne bovina moida putrefata que serviu
como fonte de alimentacdo, estimulante para postura e substrato para a
oviposicao/larviposicdo. As gaiolas eram mantidas em estantes ventiladas com temperatura
entre 24 — 28 °C e com umidade relativa entre 60 + 10% (Figura 3).
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Figura 2: Gaiola utilizada na manutencéo de dipteros
muscoides no laboratério. Imagem: Paloma M. Mendonca

Figura 3: Estante ventilada na manutencéo de dipteros
muscoides no laboratorio.
Imagem: Paloma M. Mendonga
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As posturas obtidas foram transferidas para uma dieta que consistia de carne bovina
moida em inicio de decomposicdo, na proporcdo de 1g de dieta para cada larva para os
califorideos e 2g de dieta para cada larva de sarcofagideo. Esta dieta foi colocada em
recipientes plasticos (10 cm x 10 cm) e estes foram introduzidos em outros recipientes
maiores (15 cm x 15 cm), contendo vermiculita como substrato de pupacgédo. Este tltimo foi
coberto com tecido de ndilon preso por elastico (Figura 4). Apds a emergéncia, 0s adultos
foram sexados e alocados em gaiolas como as descritas anteriormente.

Figura 4: Recipientes plasticos (500 mL) para cria¢do de

imaturos de dipteros muscoides: menor (100 mL) contendo
dieta e maior contendo a vermiculita.
Imagem: Paloma M. Mendonca

Aos novos individuos emergidos foram oferecidos agua e acgUcar e a partir do quarto
dia de vida dos adultos, também foi acrescentada a carne bovina moida putrefata, durante
quatro dias, visando o desenvolvimento dos ovariolos. A carne foi reintroduzida no 14° dia
pos-emergéncia para servir como substrato para oviposigdo/larviposi¢do. Os experimentos
foram realizados com imaturos pertencentes a segunda e terceira geracdo (F, e F3) criadas em
laboratorio.

No caso da espécie P. (E.) collusor, cujas fémeas sdo larviparas apenas as larvas e 0s
puparios foram submetidos a fixacdo e observacdo ao microscopio. As duas outras espécies,
L. cuprina e C. macellaria, sdo oviparas e todos os estagios imaturos foram observados
através da microscopia eletronica de varredura. Entretanto, os ovos de L. cuprina ja haviam
sido analisados anteriormente (MENDONCA et al., 2008).

As larvas de primeiro instar foram coletadas de 12-24h apds a eclosdo das larvas. Os
imaturos de segundo instar 48-72h ap6s a eclosdo e as larvas de terceiro instar foram
22



coletadas apos estas abandonarem a dieta. As larvas foram mantidas em agua quente (75-
80°C) por cinco minutos, até a morte. Ovos, larvas de todos os instares e puparios foram
lavados em solucdo de hidroxido de sodio a 2% durante cinco minutos com o objetivo de
remover todos os residuos de dieta ou vermiculita presente na superficie dos espécimes.

Os ovos e as larvas foram fixados com uma solugdo de glutaraldeido a 2,5% em
tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7.2, posteriormente foram lavadas trés vezes durante
cinco minutos neste mesmo tampao. Depois, foram pos-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%
no mesmo tampdo, mantidas por uma hora no escuro, em seguida o excesso do tetroxido de
osmio foi retirado através de lavagens no tampdo cacodilato de sodio 0,1M. Apos este
procedimento, as amostras foram desidratadas em séries crescentes de acetona (7,5, 15, 30,
50, 70, 90 e 100%) permanecendo 10 minutos em cada concentracdo. Ao final desta etapa, as
amostras foram submetidas ao método de secagem pelo ponto critico, utilizando CO,
superseco em aparelho de Balzers (HAYAT, 1970).

Os pupérios com 48-72h de formacdo foram mantidos em refrigerador por
aproximadamente dez minutos, para que as pupas em seu interior morressem e ndo foram
submetidos a nenhum processo de fixacdo, pos-fixacdo e secagem, uma vez que a cuticula é
formada por quitina que é uma substancia rigida, dispensando a necessidade da fixac&o.

Em seguida, todos os imaturos (ovos, larvas e puparios) foram aderidos em fita dupla-
face, montados em suportes metalicos e cobertos por uma fina camada de ouro ou platina (20-
30nm) para que permitisse a visualizagdo em microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM
6390LV da Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth do Instituto Oswaldo Cruz.

Devido ao grande tamanho do terceiro instar larval e do pupario de P. (E.) collusor,
estes imaturos foram cortados em trés partes (regido anterior, corpo e anal) antes do inicio da
fixacdo a fim de facilitar este processo e permitir a observacdo ao microscopio mais
facilmente. Estes imaturos ndo foram medidos.

Neste experimento foram utilizados aproximadamente 30 exemplares de cada estagio
correspondente a cada espécie de dipteros muscoides. As micrografias obtidas no microscopio
foram transferidas diretamente ao computador. A nomenclatura utilizada para a identificacdo
dos imaturos segue a proposta por MCALPINE (1981) e MARGARITIS (1985). As medidas dos
imaturos foram realizadas utilizando o programa disponivel juntamente com o microscopio
eletronico de varredura (Scanning Electron Microscope Control User Interface - Verséo 8.24,
Jeol Techniques Ltda, 2005/2007).
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3. RESULTADOS

Os resultados referentes aos instares larvais encontram-se resumidos nos quadros a
seguir, onde € possivel observar as caracteristicas que sdo compartilnadas entre 0s
representantes de cada familia, aquelas que sdo restritas aos géneros e as caracteristicas
espécie-especificas (Quadros 1, 2 e 3). A caracterizagdo morfolégica das espécies
P. (E.) collusor, L. cuprina e C. macellaria resultaram na publicacéo de trés artigos cientificos
(MENDONCA et al., 2013, 2014a, 2014b).

3.1- Peckia (Euboettcheria) collusor
3.1.1 - Larvas de Primeiro Instar

O corpo da larva de primeiro instar de P. (E.) collusor é vermiforme, tipico de outros
muscoides, com regido cefalica afilada e posterior truncada (Figura 5A). O corpo é composto
por 12 segmentos, sendo um cefalico, trés toracicos e oito abdominais delimitados por um
grupo de espinhos conicos (Figuras 5A, B). A larva de P. (E.) collusor apresenta 4,27 +
0,05mm de comprimento médio e 635,36 + 150,12um de largura média.

A regido cefélica é composta por dois lobos e comporta as estruturas sensoriais:
antenas ou 6rgdos dorsais, com forma abaulada; e um conjunto de papilas que formam o
complexo de palpos maxilares ou 6rgdos terminais. No caso da larva de primeiro instar de
P. (E.) collusor, estas papilas se apresentam dentro de uma cavidade (Figura 5C). As pecas
bucais nesse estagio larval sdo muito pequenas e ndo puderam ser visualizadas com clareza.
Os espinhos que delimitam a regido cefalica e o primeiro segmento toracico formam uma
estrutura conhecida como colar cefélico e no caso de P. (E.) collusor, os espinhos sdo finos e
direcionados a regido posterior do corpo da larva.

As larvas de todos os muscoides sdo anfipnéusticas, ou seja, o par de espiraculos
anteriores esta localizado no primeiro segmento toracico e o par posterior pode se localizar na
porcdo mais distal da larva. No caso das larvas de primeiro instar, o par de espiraculos
anteriores ainda nao pode ser visualizado.

O tegumento da larva de primeiro instar é liso, sem a presenca de tubérculos ou
projecdes. Os espinhos que delimitam os outros segmentos sdao denominados intersegmentais
e sdo estruturas finas e também direcionadas para a regido posterior da larva (Figura 5D).

A regido posterior é truncada e possui 0s tubérculos dorsais e ventrais pouco visiveis,
apenas o par de tubérculos anais apresenta destacada visualizagdo. A placa espiracular
encontra-se localizada em uma profunda depressdo, no ultimo segmento larval, circundada
por estes tubérculos (Figuras 5E, F).

3.1.2 - Larvas de Segundo Instar

O corpo da larva de segundo instar € bastante semelhante ao da larva de primeiro

instar, com a regido anterior afilada e a posterior truncada (Figura 6A). A larva de P. (E.)
collusor apresenta 7,4 £ 0,1mm de comprimento médio e 1,42 + 0,35mm de largura média.
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As estruturas da regido cefalica sdo mais desenvolvidas, com as antenas e os palpos
maxilares bem visiveis e com formato e estruturacdo bastante semelhantes aqueles observado
no instar anterior (Figura 6B). Os espinhos do colar cefalico sdo bem afilados, enquanto os
espinhos intersegmentais sdo mais robustos com ponta Unica e bem fina (Figura 6C), voltados
para a regido posterior da larva.

O espiraculo anterior é facilmente visualizado neste instar e estd localizado no
segundo segmento larval ou primeiro toracico, bem proximo a fileira de espinhos. Esta
estrutura € composta por uma fileira irregular de 11-14 ramificagdes espiraculares, cada uma
delas com uma abertura na porcdao apical (Figuras 6B, D).

O tegumento € liso, com a presenca de pequenas dobras. Os tubérculos dorsais (dorsal
interno, mediano e externo) e ventrais (ventral interno, mediano e externo) estdo localizados
no ultimo segmento e sdo bem mais visiveis, com o par de tubérculos anais mais destacados
do que os demais (Figura 6E). O conjunto de placas espiraculares esta localizado em uma
profunda cavidade formada por estes tubérculos.

Dentro desta cavidade, pode ser observado um par de espiraculos posteriores, com
duas aberturas em cada um deles, com orientagdo radial. O peritrema € aberto e sem a
presenca da cicatriz ecdisial e a placa espiracular encontra-se em uma ligeira depressdo
(Figura 6F).

3.1.3 - Larvas de Terceiro Instar

Todas as estruturas da larva de terceiro instar sdo mais visiveis do que nos outros
instares. Na regido cefalica, as antenas, 0s palpos maxilares, as cristas orais e 0s espinhos do
colar cefélico sdo claramente visiveis. As cristas orais envolvem toda a regido cefalica e estéo
localizadas logo abaixo da cépsula cefalica (Figuras 7A, B). O 6rgdo ventral estd localizado
no meio das cristas orais, muito proximos as pecas bucais (Figura 7C).

Os espinhos do colar cefalico sdo afilados, ligeiramente achatados e voltados para a
regido posterior da larva. Enquanto, os espinhos intersegmentais sao robustos e achatados, se
assemelhando a placas com apenas uma extremidade afilada (Figura 7D). O espiraculo
anterior apresenta uma fileira de 15-16 ramificacdes espiraculares dispostas de maneira
irregular com as aberturas na regido apical (Figura 7D).

Na porcdo latero-ventral dos segmentos toracicos € possivel visualizar trés sensilas
agrupadas formando uma estrutura sensorial denominada 6rgéo de Keilin (Figura 8A).

O tegumento larval ndo é liso e, além das dobras também apresenta algumas
protuberancias em formato arredondado (Figura 8B). Os tubérculos do ultimo segmento séo
visiveis, assim como na larva de segundo instar, onde o tubérculo anal ainda se destaca com
relagdo aos outros (Figura 8C). O conjunto de placas espiraculares da larva de terceiro instar
também encontra-se localizado na cavidade formada pelos tubérculos. Cada placa espiracular
é composta por um peritrema aberto com trés aberturas espiraculares dispostas em orientacao
radial (Figuras 8C, D).

3.1.4- Pupérios

O pupario apresenta caracteristicas muito semelhantes a larva de terceiro instar, uma
vez que, no caso de dipteros muscoides, é formado a partir do endurecimento da cuticula da
larva de ultimo estagio. O segmento cefalico é totalmente retraido, levando ao deslocamento
do espiraculo anterior a porcdo mais anterior do pupario. Desta forma, nenhuma das estruturas
da regido cefalica pode ser visualizada (Figura 9A).
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O espiraculo anterior, de maneira semelhante ao observado no terceiro instar,
apresenta as aberturas espiraculares dispostas em uma fileira irregular, com 15-16
ramificacGes e com aberturas na regido apical (Figuras 9A, B).

Os espinhos intersegmentais sdo robustos e achatados, exibindo um formato triangular
e voltados para a regido posterior do pupario. O tegumento ndo é completamente liso e possui
as dobras resultantes do enrugamento da cuticula bem marcadas, e também como
consequéncia deste processo, as protuberancias estdo enrugadas (Figura 9C).

Os tubérculos do ultimo segmento sdo bem visiveis e, apesar do encolhimento geral do
corpo da larva para a formacéo do pupario, estes tubérculos ndo se mostram retraidos. O par
de tubérculos anais é bastante destacado. Estas estruturas circulam a cavidade que abriga as
placas espiraculares que sdo muito semelhantes aquelas observadas nas larvas de terceiro
instar (Figuras 9D, E). Entretanto, a disposicdo radial das trés aberturas espiraculares é bem
mais visivel do que no instar anterior (Figura 9F). O peritrema também ¢é aberto e nédo
apresenta a cicatriz ecdisial. Devido ao enrugamento do tecido, o peritrema ndo se encontra
em depressdo, entretanto a estrutura completa encontra-se dentro de uma cavidade formada
pelo segmento anal (Figuras 9E, F).
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Quadro 1: Resumo comparativo dos resultados referentes a larvas de primeiro, segundo e terceiro instar de Peckia (Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae)
através da microscopia eletronica de varredura.

Legenda Caracteristica restrita a familia Caracteristica restrita ao género Caracteristica restrita ao subgénero Caracteristica restrita a espécie
Regido cefalica Espinhos Espiraculo
Pal Espinhos d Tegumento entre Peritrema Tubérculos
alpos spinhos do . .
Instar Antenas .p P segmentos Anterior Posterior
maxilares colar
1¢ abaulada cavidade filiformes liso filiformes X em cavidade X pouco visiveis

11-14 aberturas

29 abaulada cavidade filiformes liso com dobras robustos 2 aberturas sem cicatriz bem visiveis

orienta¢do radial | placa em depressao
aberto
15-16 aberturas
. - dobras e robustos e 3 aberturas sem cicatriz L
3¢ abaulada cavidade filiformes o bem visiveis
protuberancias achatado
orientagdo radial | placa em depressao
aberto
dobras e 15-16 aberturas
2 A robustos e o
Puparlo X X X protuberanuas 3 aberturas sem cicatriz bem visiveis
achatado
enrugadas

orientac¢do radial

placa no mesmo
nivel




Figura 5: Micrografia eletronica de varredura da larva de primeiro instar de Peckia
(Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas):
regiao anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo larval (x30); B — Regiao cefalica com os
espinhos entre os segmentos (setas) (x130); C — Regiao cefalica com antena (a) e palpo
maxilar (pm) (x800); D — Espinhos do colar cefalico entre a regido cefalica e o primeiro
segmento toracico (x800); E — Segmento anal com tubérculos anais (ta), dorsais (td) e ventrais
(tv) e espiraculos posteriores localizados em cavidade (ep) (x130); F — Espiraculo posterior
(ep) localizado em cavidade (x200).
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Figura 6: Micrografia eletronica de varredura da larva de segundo instar de Peckia
(Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas):
regiao anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo larval (x35); B — Regido cefalica com
antena (a), palpos maxilares (pm) e espinhos do colar cefalico localizado entre a regiao
cefalica e o primeiro segmento toracico (seta) e espiraculo anterior (seta pontilhada)
(x160): C — Espinhos entre os segmentos (x500); D — Detalhe do espiraculo anterior. com as
aberturas espiraculares dispostas em fileira (x950); E — Segmento anal com espiraculos
posteriores em uma cavidade (seta pontilhada), envolto por tubérculos dorsais internos (tdi),
mediano (tdm) e externo (tde) e tubérculos ventrais internos (tvi), mediano (tvin) e externo
(tve) (x100); F — Espiraculo posterior dentro de uma cavidade com duas aberturas espiraculares
(setas) (x450).



Figura 7: Micrografia eletronica de varredura da larva de terceiro instar de Peckia
(Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae).

A — Regido cefalica com espinhos entre os segmentos (setas); antenas (a), palpos maxilares
(pm) e cristas orais (co) (x60);: B — Regiao cefalica com antenas (a) e palpos maxilares (pm)
(x750); C — Orgdo Ventral (x3000); D — Detalhes do espirdculo anterior com aberturas
espiraculares dispostas em fileiras (ea) (x330).
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Figura 8: Micrografia eletronica de varredura da larva de terceiro instar de Peckia
(Euboettcheria) collusor (Diptera: Sarcophagidae).

A - Orgdo de Keilin (x1400); B — Tubérculo anal (ta) com espiraculo posterior localizado
em uma cavidade (seta) (x30); C — Espiraculo posterior localizado em uma cavidade (x60);
D — Espiraculo posterior com trés aberturas espiraculares (setas) (x180).
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Figura 9 Micrografia eletronica de varredura do pupario de Peckia (Euboettcheria) collusor
(Diptera: Sarcophagidae).

A — Regido cefalica retraida (seta) e espiraculo anterior (ea) (x50); B — Detalhes do espiraculo
anterior com as aberturas espiraculares em fileira (x330); C — Espinhos entre os segmentos e
dobras do tegumento (x550); D — Segmento anal com o espiraculo posterior em uma
cavidade (seta) e tubérculos anais (ta) (x35); E —Detalhes dos tubérculos anais (ta) (x110);
F — Espiraculo posterior com trés aberturas espiraculares (setas) (x250).
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3.2 - Lucilia cuprina
3.2.1 — Larvas de Primeiro Instar

O corpo da larva de primeiro instar de L. cuprina é vermiforme, tipico de outros
muscoides, com regido cefalica afilada e posterior truncada (Figura 7A). O corpo também é
composto por 12 segmentos delimitados por um grupo de espinhos afilados (Figura 10A). A
larva de L. cuprina apresenta média de 3,76 = 0,27mm de comprimento e 0,199 + 0,037mm
de largura.

A regido cefalica é ligeiramente bilobada e, em cada lobo, é possivel visualizar as
antenas com o seu formato abaulado e os palpos maxilares em uma ligeira elevagéo (Figura
10B). A regido cefalica também inclui as pecas bucais e as cristas orais, mas neste primeiro
instar, estas estruturas ainda ndo estdo completamente desenvolvidas (Figura 10B).

Os espinhos que formam o colar cefalico apresentam dois formatos diferentes. Os
espinhos mais achatados com a extremidade afilada estdo localizados nas fileiras superiores
(mais préximo a regido cefalica) e os mais afilados e filiformes estdo concentrados nas fileiras
inferiores do colar cefalico (mais préximo ao primeiro segmento torécico) (Figura 10C).
Todos os espinhos sdo direcionados para a regido posterior da larva.

O tegumento que recobre o corpo da larva é liso, mas apresenta 0s espinhos
intersegmentais estreitos e espacados, com a extremidade afilada e voltados para a regido
posterior do corpo da larva (Figura 10D). Os espiraculos anteriores ainda estdo em formacao e
por isso ndo podem ser visualizados no primeiro instar.

Apesar do tegumento larval ser liso, de maneira geral, o Gltimo segmento abdominal
ou segmento anal é recoberto por espinhos filiformes e os tubérculos anais se destacam. Os
tubérculos dorsais e ventrais ndo sdo visiveis (Figura 10E). Neste segmento, também é
possivel visualizar os espiraculos posteriores que estdo na parte superior de uma elevacéo.
Cada espiraculo contém apenas uma abertura espiracular em formato de fenda transversal,
envolta por masculos de sustentacdo que tém como fungdo permitir a abertura e fechamento
da abertura respiratoria (Figura 10F).

3.2.2 — Larvas de Segundo Instar

O aspecto geral da larva de segundo instar é semelhante ao da larva de primeiro instar,
com a regido anterior afilada e a posterior truncada (Figura 11A). O tamanho médio das larvas
neste instar é de 4,35 + 0,27 mm de comprimento e 0,624 + 0,085mm de largura.

Na regido cefélica, o aspecto bilobado é mais pronunciado e as estruturas sensoriais e
as pecas bucais sdo bem mais desenvolvidas. Nas antenas, € possivel visualizar o formato
abaulado comum a outras espécies, assim como o complexo do palpo maxilar, composto por
papilas sensoriais dispostas em formato circular (Figura 11B, C). As cristas orais apresentam
formato de laminas paralelas e circundam a regido cefélica. Os espinhos que constituem o
colar cefélico sdo ligeiramente diferentes daqueles observados no primeiro instar, os espinhos
sdo achatados com a ponta robusta. Além disso, os espinhos filiformes presentes no colar ndo
séo encontrados neste instar (Figura 11D).

O espiraculo anterior ja pode ser completamente visualizado e é composto por 6-7
ramificacOes espiraculares alinhadas. Em cada ramificacdo é possivel observar uma fenda na
porcdo apical (Figura 12A).
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O tegumento que recobre o corpo da larva € liso, mas assim como no instar anterior, 0
ultimo segmento € recoberto por espinhos filiformes. Os espinhos intersegmentais sdo
espacados e com a extremidade afilada e voltados para a regido posterior do corpo da larva
(Figura 12B). Os tubérculos dorsais e ventrais permanecem pouco desenvolvidos, enquanto o
tubérculo anal é ligeiramente maior (Figura 12C).

Neste ultimo segmento, também é encontrado o par de espirdculos posteriores. Cada
um deles com duas aberturas espiraculares em uma elevacgdo, envolvidas pelos musculos de
sustentagcdo, com peritrema aberto e com a cicatriz ecdisial (Figura 12D).

3.2.3 - Larvas de Terceiro Instar

A larva de terceiro instar € bastante similar aos instares anteriores e todas as estruturas
se desenvolveram completamente. A regido anterior é afilada e a regido posterior truncada se
torna bem mais visivel (Figura 13A). A larva apresenta comprimento medio de 9,18 *
0,19mm e 1,43 £ 0,70 mm de largura.

Na regido cefalica, todas as estruturas s&o muito semelhantes ao instar anterior (Figura
13B). As antenas apresentam a forma abaulada, os palpos maxilares sdo compostos por
papilas sensoriais dispostas em um arranjo circular, localizados em uma pequena elevagéo. As
cristas orais sdo estruturas em formato de laminas paralelas e os espinhos do colar cefalico
apresentam formato achatado com extremidades pouco pronunciadas, voltadas para a regido
posterior da larva, mas dispostos em orientacdo diagonal (Figuras 13B, C). Nesta regido,
também sdo visiveis os 6rgdos ventrais, em formato de papilas (Figura 13D).

Os espinhos intersegmentais sdo semelhantes aos espinhos do colar cefalico. Os
espinhos intersegmentais sdo grandes e achatados com extremidades pouco afiladas e, em
alguns deles, as extremidades sdo quase arredondadas (Figura 13E, F). O espiraculo anterior
apresenta 0 mesmo numero e disposicdo de aberturas espiraculares encontrados nos instares
anteriores (Figura 14A).

No tdrax, na porc¢do latero-ventral € possivel visualizar as sensilas que formam o 6rgéo
de Keilin, um par em cada segmento torécico (Figura 14B).

O tegumento larval é liso e sem a presenca de espinhos, exceto pelos espinhos
filiformes concentrados no ultimo segmento abdominal. Neste, os tubérculos dorsais (externo,
mediano e interno) e ventrais (externo, mediano e interno) sdo visiveis, entretanto, o par de
tubérculos anais se destaca (Figura 14C). Ainda neste segmento, os espiraculos posteriores
encontram-se em uma elevacdo com as trés aberturas espiraculares dispostas em orientacdo
radial. O peritrema é aberto, além disso, é possivel observar a cicatriz ecdisial, entretanto, os
musculos de sustentacdo das aberturas espiraculares sdo bem visiveis (Figura 14D).

3.2.4 — Puparios

O pupério apresenta a regido cefélica totalmente retraida e a regido posterior
ligeiramente truncada, com comprimento médio de 7,74 + 0,67mm e 2,18 £+ 0,62mm de
largura. O tegumento que forma o pupario contém dobras e as bandas de espinhos
intersegmentais sdo formadas por um numero maior de fileiras de espinhos na regido anterior,
enquanto na regido posterior, as bandas sdo mais finas (Figura 15A). Os espinhos séo grandes,
achatados e com as extremidades bastante afiladas.

No pupério de L. cuprina é possivel observar uma linha longitudinal continua ao longo
do segundo e terceiro segmentos toracicos. Pode ser observada também uma constricdo
transversal ao longo do primeiro segmento abdominal (Figura 15A).
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O espiraculo anterior também é composto por 6-7 aberturas espiraculares alinhadas,
assim como nos estagios larvais (Figuras 15B, C). Além desta estrutura com funcao
respiratoria, os puparios de L.cuprina apresentam também tubérculos respiratorios
localizados no final do primeiro segmento abdominal. Estes tubérculos possuem uma abertura
apical (Figura 15D).

Os tubérculos dorsais, anais e ventrais estdo atrofiados (Figura 10A). O par de
espiraculos posteriores € semelhante ao observado na larva de terceiro instar, pois apresenta
trés aberturas espiraculares, estd localizado em uma elevagdo, o peritrema é dito aberto e
apresenta a cicatriz espiracular (Figura 15E).
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Quadro 2: Resumo comparativo dos resultados referentes a larvas de primeiro, segundo e terceiro instar de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae) através da microscopia
eletrénica de varredura.

Legenda Caracteristica restrita a familia Caracteristica restrita ao género Caracteristica restrita ao subgénero Caracteristica restrita a espécie
Regiao cefdlica Espinhos Espiraculo
Palpos Espinhos do Tegumento entre Peritrema Tubérculos
Instar Antenas . Anterior Posterior
maxilares colar segmentos
liso 1 abertura
. tubérculos
o - estreitos e . .
10 abaulada elevagdo espacados X elevado anais mais
segmento anal com pag orientagdo destacados
espinhos filiformes transversal
aberto
liso 6-7 aberturas 2 aberturas
) com cicatriz tubérculos
o x achatado com afilados e . ;
29 abaulada elevacdo anais mais
pontas robusta espacados destacad
segmento anal com ) orientacdo placa em estacados
. - alinhadas . ~
espinhos filiformes radial elevagdo
aberto
liso 6-7 aberturas 3 aberturas
= achatado com com cicatriz .
3¢ abaulada elevagdo achatados bem visiveis
pontas robusta ) .
segmento anal com . orientagdo placa em
. - alinhadas . o
espinhos filiformes radial elevacdo
aberto
dobras 6-7 aberturas 3 aberturas tubéreul
. com cicatriz uberculos
Pupdrio X X X achatados respiratorios
constrigdo e linha ) orientagdo placa em presentes
L alinhadas . ~
longitudinal radial elevagdo




Figura 10: Micrografia eletronica de varredura da larva de primeiro instar de Lucilia cuprina
(Diptera: Calliphoridae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas);
regido anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo (x110); B — Regido cefalica com antena
(a), palpo maxilar (pm) e pecas bucais (seta) (x900); C — Detalhe dos espinhos do colar
cefalico entre a regiao cefalica e o primeiro segmento toracico (x1100); D — Detalhe dos
espinhos entre os segmentos do corpo (x1100); E — Segmento anal com tubérculos anais e
espiraculos posteriores (setas) (x500); F — Espiraculo posterior (seta) (x1900).
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Figura 11: Micrografia eletronica de varredura da larva de segundo instar de Lucilia cuprina
(Diptera: Calliphoridae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas);
regiao anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo (x43); B — Regiao ceféalica com antena (a),
palpo maxilar (pm), pecas bucais (pb), cristas orais (co), espinhos do colar cefalico (cc),
espiraculo anterior (ea) (x180); C — Detalhes da antena (a) e do palpo maxilar (pm) (x950);
D — Antena (a), palpo maxilar (pm), espinhos entre os segmentos do corpo (e) (x700).
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Figura 12: Micrografia eletronica de varredura da larva de segundo instar de Lucilia cuprina
(Diptera: Calliphoridae).

A — Detalhe do espiraculo anterior disposto em fileira (x850); B — Espinhos intersegmentais
(setas) (x110); C — Segmento anal com espiraculo posterior (ep) e tubérculos anais (ta);
D - Espiraculo posterior com duas aberturas espiraculares (setas) (x430).
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Figura 13: Micrografia eletronica de varredura da larva de terceiro instar de Lucilia cuprina
(Diptera: Calliphoridae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas);
regiao anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo (x14); B - Regiao cefalica com antena (a),
palpo maxilar (pm), pegas bucais (pb), cristas orais (co) e espinhos do colar cefalico (cc)
(x170):; C — Detalhe dos orgaos sensoriais com antena (a), palpo maxilar (setas), cristas orais
(co), orgao ventral (ov) (x900); D — Detalhe do orgao ventral (ov) (x1400); E — Detalhe dos
espinhos do colar cefélico, entre a regido cefélica e primeiro segmento toracico (x400);
F — Detalhe dos espinhos entre os segmentos do corpo (x280).
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Figura 14:. Micrografia eletronica de varredura da larva de terceiro instar de Lucilia cuprina
(Diptera: Calliphoridae).

A — Detalhe do espiraculo anterior disposto em fileiras (x550); B — Orgéo de Keilin (x1500);
C — Segmento anal com espiraculo posterior (ep), tubérculos dorsais (td), ventrais (tv) e
anais (ta) (x43): D — Espiraculos posteriores com trés aberturas espiraculares (setas) (x160).
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Figura 15: Micrografia eletronica de varredura do pupério de Lucilia cuprina (Diptera:
Calliphoridae).

A — Pupario composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas); regiao
anterior (ra) e regiao posterior (rp); linha longitudinal (seta pontilhada); tubérculo
respiratorio (circulo) (x30); B — Regiao anterior retraida (seta) e espiraculo anterior (ea)
(x75); C — Detalhe do espiraculo anterior disposto em fileiras (x450); D — Detalhe dos
espinhos entre os segmentos do corpo (e) e tubérculo respiratorio (tr) (x450); E — Espiraculos
posteriores com trés aberturas espiraculares (setas) (x120).
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3.3- Cochliomyia macellaria
3.3.1- Ovos

Os ovos séo alongados e de forma elipsoide, com a extremidade anterior mais afilada.
A superficie dorsal é concava e comporta a drea mediana que se estende ao longo do
comprimento do ovo (Figura 16A). O tamanho médio dos ovos de C. macellaria € de 1,31 +
0,06mm de comprimento e 324,33 £ 51,5 um de largura.

Além do formato afilado, a regido anterior também é caracterizada pela presenca da
micrépila. Esta estrutura é composta pelo orificio de penetracdo do espermatozoide, em
posicao central, rodeado por pequenas projecoes (Figura 16B).

A area mediana termina de maneira bifurcada ou em formato de “Y” préximo a
micropila e, na regido posterior, a area mediana termina de maneira afilada (Figuras 16C, D).
As ilhas localizadas dentro da area mediana sdo proje¢des individuais e ndo apresentam
juncBes ou anastomoses, mas orificios podem ser observados (Figura 16E). O exocorion é
formado por células coridnicas com formato hexagonal e bordas pouco delimitadas (Figuras
16C, F).

3.3.2— Larvas de Primeiro Instar

O corpo da larva de primeiro instar de C. macellaria é tipico de muscoides, com a
regido anterior afilada e a regido posterior truncada. O tamanho médio destas larvas é de 1,79
+ 0,23mm de comprimento e 230,19 + 98,01um de largura. O corpo da larva é composto por
12 segmentos (o primeiro que corresponde a capsula cefélica, trés toracicos e oito
abdominais) delimitados por espinhos intersegmentais com formatos e tamanhos diferentes
(Figura 17A).

A regido cefélica é dividida em dois lobos que comportam as estruturas sensoriais
(Figura 17B). Em cada lado, observa-se uma antena e o palpo maxilar (Figura 17C). A antena
possui formato abaulado, formado por dois segmentos, comum as larvas de outros dipteros
muscoides. O palpo maxilar é formado por um complexo de papilas sensoriais com arranjo
circular e uma papila ou sensila localizada fora deste conjunto. Toda a estrutura que forma o
complexo de palpo encontra-se em uma ligeira elevagédo (Figura 17C).

Ainda na regido cefalica é possivel visualizar os escleritos dentais que possuem
aspecto frangeado. As cristas orais sdo reduzidas a duas linhas transversais a regido cefélica.
Os espinhos do colar cefalico apresentam dois formatos diferentes: nas fileiras mais proximas
a regido cefalica, os espinhos sdo achatados, formando placas com a extremidade afilada. Nas
fileiras mais préximas ao primeiro segmento toracico, os espinhos sdo delgados com a
extremidade bem afilada (Figura 17D).

O tegumento da larva € liso e o0s espinhos intersegmentais sdo facilmente visualizados.
Estas estruturas também possuem forma semelhante a placas com a ponta bem afilada (Figura
17E). No ultimo segmento larval, os tubérculos dorsais e ventrais sdo pouco visiveis,
entretanto, o par de tubérculos anais se destaca (Figura 17F). Neste segmento, esta localizado
também o par de espiraculos posteriores, com duas aberturas espiraculares ligadas aos
musculos de sustentacéo e o peritrema aberto sem a presenca de cicatriz espiracular.

43



3.3.3- Larvas de Segundo Instar

A larva de segundo instar possui 2,08 + 0,22mm de comprimento médio e 368,62 *
65,11um de largura média e tem aspecto geral semelhante ao instar anterior (Figura 18A). A
regido cefalica é maior e as estruturas sdao mais visiveis (Figuras 18B, C). A antena é
composta por duas partes e as quatro papilas que formam o complexo do palpo maxilar estédo
dispostas dentro de uma elevacéo circular e uma delas se encontra fora desta estrutura (Figura
18C). As cristas orais sdo formadas por um grupo de laminas paralelas, bem mais
desenvolvidas do que as estruturas observadas no primeiro instar. Os escleritos dentais
permanecem com o formato frangeado encontrado no instar anterior (Figura 18B). O érgéo
ventral esta localizado nas cristas orais, logo abaixo do complexo de palpos maxilares (Figura
18D).

Os espinhos do colar cefalico sdo achatados, porém mais robustos e com a
extremidade afilada. O segundo tipo de espinhos delgados encontrados no instar anterior ndo
estd presente na larva de segundo instar (Figura 18E). O espiraculo anterior é composto por
11-12 aberturas espiraculares dispostas em uma fileira Gnica, com as fendas respiratérias bem
visiveis (Figura 18F). Um par de 6rgdos de Keilin pode ser observado na regido ventral dos
segmentos toracicos (Figura 19A).

Os espinhos intersegmentais sdo achatados, como aqueles observados no instar
anterior. No entanto, € possivel observar uma segunda banda com espinhos menores,
semelhantes aqueles intersegmentais, na regido abdominal (Figura 19B).

No ultimo segmento larval, os tubérculos ainda ndo estdo bem desenvolvidos e s&o
muito pequenos, exceto pelos tubérculos anais que se destacam neste segmento (Figura 19C).
O peritrema é aberto e se localiza em uma ligeira elevacdo. O espiraculo posterior é composto
por duas aberturas espiraculares rodeadas pelos musculos de sustentacdo (Figura 19D).

3.3.4— Larvas de Terceiro Instar

O aspecto da larva de terceiro instar € muito semelhante aos instares anteriores, exceto
pelo tamanho (comprimento médio de 10,86 + 1,25mm e 1,62 + 0,49mm de largura). O corpo
é mais robusto e as fileiras de espinhos intersegmentais e a segunda banda de espinhos sdo
bem destacadas (Figura 20A).

O segmento cefalico também é mais desenvolvido e as estruturas apresentam o mesmo
aspecto ja observado no segundo instar (Figura 20B). As antenas sdo bastante semelhantes ao
instar anterior, no entanto, as cinco papilas continuam reunidas, préximas umas das outras,
mas ndo estdo mais encerradas em uma elevacao (Figura 20C).

Os espinhos do colar cefalico sdo bastante variados. Alguns apresentam aspecto
achatado com trés ou mais extremidades, enquanto outros sdo delgados (Figura 20D). No
entanto, os espinhos intersegmentais sdo achatados com duas extremidades direcionadas para
a regido posterior da larva, enquanto no segundo grupo de bandas de espinhos, 0s mesmos
apresentam aspecto similar, porém sdo menores e mais robustos (Figura 20E). A fileira de
espinhos intersegmentais é incompleta nos segmentos abdominais 6 e 7 (Figura 20A, 21A).

O espiraculo anterior € composto por 12 aberturas espiraculares alinhadas e com uma
fenda respiratéria em cada uma (Figura 21B). O espiraculo posterior é protegido por uma
ligeira cavidade formada pelo segmento anal. No entanto, a diferenciagcdo dos tubérculos
dorsais e ventrais € dificil, mesmo na larva de terceiro instar (Figura 21C). O espiraculo
posterior tem o peritrema aberto, localizado em uma ligeira elevacdo. Neste € possivel
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observar as trés aberturas espiraculares, com orientacdo radial e a auséncia da cicatriz
espiracular também pode ser percebida (Figura 21D).

3.3.5— Pupérios

O pupério de C. macellaria possui comprimento medio de 4,92 + 0,62 mm e largura
média de 2,78 + 0,38mm. Assim como nas outras espécies de dipteros muscoides, a regido
cefélica é atrofiada e a posterior é truncada (Figura 22A). Apenas o0s escleritos dentais
reduzidos podem ser visualizados (Figuras 22B, C). O espiraculo anterior ocupa a posicao
mais extrema da regido anterior e € composto por 12 ramificacfes espiraculares dispostas em
fileira Gnica (Figura 22C, D).

O tegumento do pupario é formado pelo enrijecimento da cuticula da larva de terceiro
instar, por isso, ele assume um aspecto enrugado. As dobras sdo facilmente visualizadas,
intercaladas pelos espinhos intersegmentais que apresentam forma de placas, com as
extremidades bifurcadas (Figura 22E, F).

Ainda devido ao processo de esclerotizacdo para a formacdo do pupério, o par de
espiraculos posteriores ndo se localiza em uma cavidade, como observado na larva de terceiro
instar (Figura 22G). Cada espiraculo apresenta o peritrema aberto sem a cicatriz espiracular,
localizado em uma ligeira elevacdo e com trés aberturas espiraculares com orientacao radial
(Figura 22G).
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Quadro 3: Resumo comparativo dos resultados referentes a larvas de primeiro, segundo e terceiro instar de Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae) através da
microscopia eletrénica de varredura.

Legenda Caracteristica restrita a familia Caracteristica restrita ao género Caracteristica restrita ao subgénero Caracteristica restrita a espécie
Regiao cefdlica Espinh ¢ Espiraculo
spinhos entre . .
Tegumento P Peritrema Tubérculos
Instar Antenas | Palpos maxilares | Espinhos do colar segmentos Anterior Posterior
aberto
2 aberturas sem cicatriz
1° abaulada elevagéo liso achatados X . pouco visiveis
sem espinhos
elevacédo placa em elevagéao
aberto
achatados 11-12 aberturas 2 aberturas sem cicatriz
20 abaulada elevacdo achatado com liso pouco visiveis
pontas robusta sem espinhos
segunda fileira . x x
alinhadas elevacédo placa em elevagéao
achatados
aberto
achatados 12 aberturas 3 aberturas sem cicatriz
o x achatado com . s
3 abaulada sem elevagéo liso . pouco visiveis
pontas robusta sem espinhos
segunda fileira . . x
g alinhadas cavidade placa em elevacéo
robustos
aberto
achatados 12 aberturas 3 aberturas sem cicatriz
Pupério X X X dobras pouco visiveis

sem espinhos

segunda fileira
robustos

alinhadas

normal

placa em elevacéao




2um

Figura 16: Micrografia eletronica de varredura dos ovos de Cochliomyia macellaria
(Diptera: Calliphoridae).

A - Visao dorsal do ovo, extremidade anterior localizada a direita (ea), extremidade posterior
localizada a esquerda (ep); area mediana ao longo do comprimento do ovo (seta) (x650);
B — Area mediana (am) terminando em forma de “Y” proxima a regido anterior (seta) e a
micropila (m) (x650); C — Visao dorsal, area mediana (ma) terminando de maneira afilada
(seta), células corionicas (seta pontilhada) (650x); D — Visao dorsal, detalhe da area mediana
(am), terminando de maneira afilada (3000x): E — Ilhas da area mediana sem anastomoses
(x5500); F — Detalhe das bordas das células corionicas (seta pontilhada) (x1600).
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Figura 17: Micrografia eletronica de varredura das larvas de primeiro instar de Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas):
regiao anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo larval, espinhos do colar cefalico (setas
pontilhadas) (x80);: B — Regiao cefalica com escleritos dentais (ed), cristas orais (co) e
espinhos do colar ceféalico (cc) (x500); C — Detalhe da regiao cefalica com antena (a), palpo
maxilar (pm, setas), escleritos dentais (ed), cristas orais (co) e espinhos do colar cefélico (cc)
(800x); D — Espinhos do colar cefalico (cc) e cristas orais (co) (x700); E — Espinhos localizado
entre os segmentos toracicos (x650); F — Segmento anal com tubérculos anais (ta) e espiraculo
posterior (ep): Detalhe: Espiraculo posterior com duas aberturas espiraculares (setas) (x700).
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Figura 18: Micrografia eletronica de varredura da larva de segundo instar de Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos localizados entre os segmentos (setas);
regiao anterior (ra) e regiao posterior (rp) do corpo larval (x60); B — Regido ceféalica com
antena (a), palpo maxilar (pm), escleritos dentais (ed), cristas orais (co) e espinhos do colar
cefalico (cc) (x400); C — Detalhe da regiao cefalica com antena (a) e palpo maxilar com cinco
papilas (setas) (1500x); D — Orgdo ventral (seta) proximo ao complexo do palpo maxilar (pm)
(x700); E — Espinhos do colar cefalico, localizado entre a regidao cefalica e o primeiro
segmento toracico (x1200); F — Espiraculo anterior com as aberturas espiraculares dispostas em
fileira (x900).
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Figura 19: Micrografia eletronica de varredura da larva de segundo instar de Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae).

A — Orgio de Keilin (x5500); B — Espinhos entre os segmentos do corpo (setas) e banda de
espinhos (setas pontilhadas) (x190); C — Segmento anal com tubérculos anais (ta) e
espiraculos posteriores (ep) (x190); D — Espiraculo posterior com duas aberturas espiraculares
(setas) (x500).
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Figura 20: Micrografia eletronica de varredura da larva de terceiro instar de Cochliomyia
macellaria (Diptera: Calliphoridae).

A — Corpo da larva composto por grupos de espinhos entre os segmentos (setas) e bandas de
espinhos (setas pontilhadas); regiao anterior (ra) e regiao posterior do corpo da larva (rp):
espiraculo anterior (circulo) (x30); B — Regido cefalica com antena (a), palpo maxilar (pm),
esclerito dental (ed), pecas bucais (pb), cristas orais (co) e espinhos do colar cefalico (cc)
(x200); C — Detalhe da regiao cefalica com antena (a) e palpo maxilar com cinco papilas
(setas) (800x); D — Espinhos do colar cefalico localizado entre a regiao cefalica e o primeiro
segmento toracico (x350); E — Espinhos entre os segmentos (setas) e banda de espinhos (setas
pontilhadas) (x75).

51



Figura 21: Micrografia eletronica de varredura da larva de terceiro instar de
Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae).

A — Detalhe dos espinhos entre os segmentos, com 2-3 pontas (x350): B — Espiraculo
anterior (ea) com aberturas espiraculares dispostas em fileiras (x270): C — Segmento
anal com tubérculos anais (ta) e espiraculo posterior (ep) (x50); D — Espiraculo
posterior com trés aberturas espiraculares (setas) (x95).
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Figura 22: Micrografia eletronica de varredura do pupario de Cochliomyvia macellaria (Diptera: Calliphoridae).
A — Visao ventral do pupario terminando de forma abrupta na regiao posterior (rp) e afilado na regido anterior
(ra): espiraculo anterior (seta) e espinhos entre os segmentos (e) (x23): B — Regiao cefalica com espiraculo
anterior (seta), escleritos dentais (circulo) e espinhos (e) (x70); C — Visdo frontal da regido cefalica com
espiraculo anterior (seta). escleritos dentais (circulo) e espinhos (e) (60x); D — Visdo frontal do espiraculo
anterior (seta) (x170): E — Espinhos entre os segmentos (e) (x37): F — Detalhe dos espinhos entre os segmentos
e dobras do tegumento (d) (x150): G — Espiraculo posterior com trés aberturas espiraculares (setas) (x60).
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4. DiscuUssAO

Imaturos de diversas espécies de dipteros muscoides encontram-se descritos na
literatura, através de técnicas de microscopia de luz e microscopia eletrénica. No inicio, a
proposta da maioria dos autores era a descricdo dos especimes, mas com o passar do tempo,
foi surgindo a necessidade de comparar caracteres taxondmicos com o objetivo de facilitar a
identificacdo das espécies. Neste trabalho, foram encontradas algumas similaridades em
relacdo a forma e a outros caracteres observados nas espécies estudadas quando comparadas
entre elas e aos dados da literatura.

HINTON (1960) descreveu os ovos de dipteros muscoides como estruturas alongadas,
revestidas por células coribnicas que se apresentam distintas de acordo com a sua localizagéo,
se na porcao interna da area mediana ou recobrindo o restante do ovo.

A area mediana apresenta-se diferenciada sob a forma de uma abertura dorsal que vai
da extremidade anterior a posterior do ovo, formada por estruturas interconectadas,
denominadas ilhas, e por pilares, gerando espacos abertos denominados aerdpilos
(ERzINCLIOGLU, 1989; GREENBERG & KUNICH, 2002). A organizacdo dessas estruturas faz
com que o interior da area mediana se assemelhe a uma esponja, retendo o ar nos aeropilos e
permitindo as trocas gasosas do embrido com o meio. Além da fungéo de facilitar a respiracdo
do embrido, a linha mediana também oferece menor resisténcia para a eclosdo da larva. A
larva pressiona esta regido de descontinuidade para que 0 OvVO Se rompa e assim, possa ir para
0 ambiente externo. A area mediana esta presente em diversas familias de dipteros ciclorrafos
terrestres.

Liu & GREENBERG (1989) fizeram uma breve descrigdo dos ovos de C. macellaria
coletados em Chicago, Estados Unidos da América. Estes autores relatam que os bragos da
area mediana se estendem, no maximo, até a metade da micropila. Além disso, 0s mesmos
referem-se, ainda, as ilhas da 4rea mediana como estruturas em formato afilado, semelhante a
estacas. Esta caracterizacdo também foi encontrada nas amostras coletadas no Brasil.

No entanto, tais informacGes ndo sdo suficientes para identificar os ovos de
C. macellaria, uma vez que estas também podem ser observadas em outras espécies coletadas
na Regido Neotropical. MENDONCA et al. (2008) e SUKONTASON et al. (2007) relataram a
mesma combinagdo de caracteres em ovos de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794),
Lucilia eximia e L. cuprina, representantes de dois géneros da mesma familia a qual pertence
C. macellaria. Além disso, estas espécies possuem habitos ecoldgicos muito parecidos,
podem causar miiases secundarias e sdo frequentemente coletadas em carcacas (GUIMARAES
& PAPAVERO, 1999; BARBOSA et al., 2010), o que poderia dificultar ainda mais a
diferenciacdo entre as espécies.

A camada mais externa do ovo ou exocorion é rigida o suficiente para proteger o
embrido do ressecamento. Os limites das células foliculares que deram origem ao exocérion
tornaram-se visiveis através de um processo chamado densificacdo, que provoca um aumento
da densidade do exocdérion ainda durante a fase embrionaria (MAZzUR et al., 1989; CHAPMAN,
1998).

O padrdo das células foliculares em C. macellaria é muito semelhante a de
Cochliomyia hominivorax e C. megacephala. Entretanto, PETERSON & NEWMAN (1991)
observaram que as células do exocérion de C. hominivorax diminuem seu tamanho a medida
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que estdo mais proximas da regido posterior do ovo. O exocdérion de C. macellaria apresenta
células com o mesmo tamanho ao longo de todo o ovo.

MENDONCGCA et al. (2008) relataram a presenca de bordas elevadas e destacadas apenas
em Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818). No muscideo Ophyra aenescens (Widemann,
1830), esses autores descrevem o exocorion todo ornamentado, ndo somente nas bordas das
células como também por toda a superficie. Na espécie C. macellaria, as células do exocérion
possuem formato hexagonal com bordas lisas. Infelizmente, a maioria dos autores se limitou a
observar estruturas relacionadas ao comprimento e forma da micropila e da area mediana, nao
destacando as células do exocorion (LIU & GREENBERG, 1989; GREENBERG & SINGH, 1995).

A micropila é o orificio pelo qual os espermatozoides penetram até atingir o oviduto,
local onde ocorre a fertilizacdo. A ornamentacdo ao redor deste orificio foi relatada por
diversos estudos, mas somente através da microscopia eletronica de varredura o tipo de
ornamentacdo fica evidenciado. As principais ornamentacdes sdo do tipo projecdo,
encontradas em C. megacephala, Chrysomya albiceps, Chrysomya nigripes (Aubertin, 1932);
e do tipo depressbes, como relatadas em C. putoria; ou ainda sem nenhum tipo de adorno,
como observado em L. cuprina (SUKONTASON et al., 2004; 2007; MENDONGA et al., 2008;
2010). Tanto em ovos de C. macellaria observados neste estudo, quanto naqueles coletados
por Liu & GREENBERG (1989), nos Estados Unidos, as ornamentac6es sdo do tipo projecoes.

Os caracteres da area mediana, quando combinados entre si, podem fornecer
informagdes importantes para distinguir os ovos dos membros da familia Calliphoridae
(GREENBERG & KUNICH, 2002; MENDONGA et al., 2008). Segundo MENDONCA et al. (2008),
na regido posterior, a area mediana termina de forma arredondada em C. megacephala,
enguanto em C. macellaria observadas neste estudo, termina de maneira afilada. Além disso,
as ilhas da area mediana apresentam oficios em C. macellaria, entretanto, sdo lisas em
C. megacephala. A combinacdo destes caracteres permite diferenciar os ovos de
C. macellaria das outras espécies com as quais esse muscoide apresenta maior semelhanca.

Os estudos com larvas de dipteros muscoides sdo mais frequentes do que com ovos e
geralmente oferecem uma riqueza maior de caracteres a serem explorados.

Assim como ocorre com 0s adultos da ordem Diptera, 0os imaturos também apresentam
caracteristicas muito distintas quando comparados com outras ordens de insetos. O carater que
melhor define os imaturos desta ordem é auséncia de pernas toracicas articuladas combinada
com a movimentacdo direcionada ativa (TESKEY, 1981). Geralmente, os imaturos de insetos
que sdo apodes sdo imoAveis ou se movem lentamente, com movimentos erraticos. Entretanto,
os imaturos de dipteros se movem com desenvoltura através de movimentos peristalticos do
corpo (TESKEY, 1981).

As larvas de Muscomorpha possuem o corpo dividido em 12 segmentos, sendo o
primeiro considerado por alguns autores como pseudo-ceféalico devido a reducdo e retracdo
quase total da cabeca para dentro do primeiro segmento toracico, seguido de trés segmentos
toréacicos e oito segmentos abdominais (TESKEY, 1981; GUIMARAES & AMORIM, 2006). De
acordo com GUIMARAES & AMORIM (2006), o corpo das larvas assemelha-se a um cone, com
a abertura bucal na extremidade afilada e com o segmento anal e o espiraculo posterior
situados na extremidade truncada. Segundo GREENBERG & KUNICH (2002), esta forma de
corpo é ergonomicamente a mais eficiente para alimentacdo no tecido e no enterramento para
pupacéo.

As larvas estudadas apresentam o0 mesmo aspecto geral do corpo descrito
anteriormente. Todas as fases larvais possuem a regido anterior do corpo afilada e a posterior
truncada.
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Ainda segundo GUIMARAES & AMORIM (2006), em Muscomorpha nédo existe evidéncia
de cabeca esclerotizada, sendo o aparelho bucal constituido apenas por um par de ganchos
curvos, denominados mandibulas onde podem ser observados dentes em algumas especies.
De acordo com TESKEY (1981), a caracterizacdo de Muscomorpha é a presenga do segmento
pseudo-cefalico membranoso e sensorial, juntamente com o desenvolvimento do esqueleto
cefalofaringeano interno e bastante esclerotizado.

As observagOes acerca dos imaturos das especies estudadas corroboram as descri¢des
gerais propostas por TESKEY (1981) e GUIMARAES & AMORIM (2006) para larvas de
Muscomorpha.

A regido cefalica ou pseudo-cefalica dos imaturos estudados € composta por dois
centros sensoriais. O primeiro deles denominado anteno-maxilar que comporta as antenas e o
complexo do palpo maxilar. As antenas também conhecidas por 6rgdos dorsais sdo divididas
em dois segmentos, um basal e o outro de formato abaulado. O complexo do palpo maxilar ou
Orgdos terminais sdo estruturas pequenas formadas por cinco papilas dispostas
concentricamente. Acredita-se que as antenas possuam funcao olfativa e o complexo do palpo
desempenhe funcdo quimio e mecano-receptora, assim como relatado para Musca domestica
Linnaeus, 1758 (CHU-WANG & AXTELL, 1971; 1972).

A organizagdo das antenas e do complexo do palpo maxilar das espécies estudadas é
muito semelhante ao proposto por outros autores. No entanto, convém ressaltar que oS
imaturos de P. (E.) collusor apresentam as papilas do complexo do palpo maxilar em uma
cavidade, diferente do observado para L. cuprina e C. macellaria, onde estas estruturas estdo
em uma ligeira elevacgdo. Esta disposicéo das papilas em uma elevacdo também foi observada
por outros autores, em espécies de diferentes familias, como por exemplo, em M. domestica,
C. hominivorax e espécies do género Chrysomya (LEITE & GUEVARA, 1993; MENDONGA et
al., 2010, 2012a,b; SzriLA et al., 2014).

SINGH et al. (2012) descreveram as antenas e o complexo do palpo maxilar do
sarcofagideo Parasarcophaga ruficornis (Fabricius, 1794) como um grupo de papilas
agrupadas e envolvidas por cristas cuticulares, se assemelhando a uma flor. LEITE & LOPES
(1989), estudando uma outra espécie da mesma familia, Peckia (Peckia) chrysostoma
(Wiedemann, 1830) relataram a presenca de papilas formando o complexo de palpo maxilar,
mas ndo localizados em cavidade. Este arranjo ndo foi observado em membros de outras
familias de Muscomorpha, acredita-se que pode ser uma caracteristica restrita ao subgénero
Euboettcheria.

O segundo centro sensorial é composto por um érgdo bem pequeno, localizado no
meio das cristas orais denominado 6rgdo ventral. Estas estruturas sao enervagdes oriundas do
nervo maxilar e sdo dificeis de serem encontradas (TESKEY, 1981). Segundo CHU-WANG &
AXTELL (1972), estas estruturas sdo formadas por uma sensila quase imperceptivel (V5), com
funcdo quimio-receptora e um conjunto de trés sensilas mais visiveis (Vi, Vs, V4) que
desempenha funcdo mecano-receptora. Essa estrutura ndo apresentou diferenca entre as
espécies observadas neste estudo, assim como com algumas espécies ja descritas por outros
autores (CHU-WANG & AXTELL, 1972; SINGH et al., 2012; SzPILA et al., 2014).

Na porcdo latero-ventral dos segmentos toracicos é possivel visualizar um conjunto de
trés sensilas que possuem fungdo mecano-receptora na larva. No entanto, através de estudos
de anatomia e fisiologia dos neurbnios presentes na base destas sensilas, foi possivel
determinar que os 6rgdos de Keilin irdo dar origem as pernas dos insetos adultos (LAKES-
HARLAN et al., 1991). Essa estrutura € muito semelhante entre as espécies estudadas e quando
comparadas com a literatura (SzPILA et al., 2013; 2014).
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O sistema respiratdério dos dipteros € composto pelo sistema de traqueias internas e
sistema de espiraculos externos (TESKEY, 1981). Diversos autores destacam a importancia do
numero e da localizacéo das aberturas espiraculares em Diptera. O numero pode variar de 10
pares (larvas holopnéusticas) a auséncia de espiraculos (apnéusticas), onde a respiracao é feita
através de filamentos espiraculares conectados ao tegumento larval. As larvas do grupo dos
Cyclorrhapha, subdivisdo dentro do grupo de Muscomorpha, sdo anfipnéusticas, isto é, um
par de espiraculos digitados localizado na area dorso-lateral do primeiro segmento toracico e
um par localizado no altimo segmento abdominal.

O espiraculo anterior s pode ser visualizado a partir do segundo instar larval, desta
forma, as larvas de primeiro instar podem ser consideradas metapnéusticas. Esta estrutura é
composta por ramificacdes espiraculares dispostas em fileiras alinhadas ou de forma irregular.
O namero de ramificagbes ou aberturas pode variar de um a quatro ou 30 até mais, sendo esta
a caracteristica mais importante e mais utilizada na diferenciacdo de espécies (GUIMARAES &
AMORIM, 2006).

SUKONTASON et al. (2010) relataram 4-7 aberturas espiraculares em L. cuprina na
Tailandia, através da microscopia Optica. SANDEMAN et al. (1987) observaram insetos
coletados na Australia, mas ndo descreveram esta estrutura. SUKONTASON et al. (2006)
observaram 5-7 aberturas nos puparios desta espécie coletados na Tailandia. GREENBERG &
SzYskA (1984) observaram 5-6 ramificacbes em L. cuprina e 6-8 aberturas em L. eximia
coletadas no Peru.

Segundo GREENBERG & SINGH (1995) pode haver diferencas morfoldgicas entre as
populacbes de dipteros estudados. Essas variacdes refletem as alteracdes sofridas pelas
espécies como forma de adaptacdo ao novo habitat.

As larvas e os puparios de L. cuprina coletadas neste estudo apresentam 6-7
ramificacdes espiraculares. No Brasil, CARVALHO (2006) redescreveu larvas de terceiro instar
de espécies de importancia forense através da microscopia Optica e observou 7 aberturas
espiraculares tanto para L. eximia quanto para L. cuprina.

A outra espécie da familia Calliphoridae estudada, C. macellaria apresentou 11-12
aberturas respiratdrias. GREENBERG & SzYSKA (1984) relataram 8-12 aberturas no espiraculo
anterior desta espécie coletadas no Peru, enquanto outros autores observaram 8-11
ramificagbes em amostras da Coldmbia (GUIMARAES & PAPAVERO, 1999; FLOREZ & WOLFF,
2009). LEITE & GUEVARA (1993) descreveram os imaturos de C. hominivorax coletadas no
Brasil e observaram apenas 9 aberturas espiraculares. A alteracdo no namero de aberturas no
espiraculo anterior pode ser efeito de variacdes populacionais (GREENBERG & SZYSKA, 1984).

No representante da familia Sarcophagidae estudado, foi observada uma variagao 11-
14 aberturas espiraculares na larva de segundo instar de P. (E.) collusor, enquanto nas larvas
de terceiro instar, 0 numero de aberturas foi maior, de 15-16. Isso corrobora as observacGes
realizadas por ERzINCLIOGLU (1985) que indicou o frequente aumento na quantidade de
aberturas espiraculares em larvas de terceiro instar com relagdo ao instar anterior.

Além disso, ISHIIIMA (1967) e SUKONTASON et al. (2003a) observaram um grande
numero de aberturas espiraculares em algumas espécies desta familia, acima de 20 aberturas.
No entanto, LOPES & LEITE (1987) relataram uma consideravel reducdo neste numero para
especies coletadas no Brasil. Estes autores descreveram imaturos de quatro espécies de
sarcofagideos e 0o numero de aberturas espiraculares variou de 8-14, dispostas em fileiras
irregulares. PEREZ-MORENO et al. (2006) fizeram um levantamento das espécies do género
Sarcophaga da regido Paleartica e observaram que todas as espécies apresentam as aberturas
espiraculares dispostas em fileiras irregulares. Essa organizacdo nao foi relatada por nenhum
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autor em outras espécies de importancia forense, assim, sugere-se que esta pode ser uma
caracteristica que permita a identificacdo de representantes da familia Sarcophagidae.

O espiraculo posterior esta localizado no ultimo segmento abdominal, na por¢éao
terminal do segmento anal. Esta estrutura é composta por aberturas espiraculares em forma de
fenda que aumentam em nUmero com a maturacdo da larva, entretanto, no caso de
Muscomorpha, pode variar de uma até trés aberturas.

A regido que circunda essas aberturas recebe o nome de peritrema que pode ser aberto,
também conhecido por incompleto, ou fechado, chamado de completo. Além disso, ainda
pode ser encontrada uma cicatriz do instar anterior no ponto de convergéncia das aberturas
respiratérias denominada cicatriz ecdsial ou espiracular (TESKEY, 1981). GUIMARAES &
AMORIM (2006) afirmam que a estrutura e a posicdo dos espiraculos posteriores sdo muito
Uteis na separacdo de géneros e especies de Cyclorrhapha.

O espiraculo posterior de P. (E.) collusor € tipico dos membros de Muscomorpha e
esta localizado em uma cavidade formada pelos tubérculos do segmento anal, caracteristica
tipica dos membros da familia Sarcophagidae (LEITE & LOPES, 1989; SUKONTASON et al.,
2003a; VAIRO, 2011; SINGH et al., 2012). Dentro desta cavidade, o peritrema aberto e sem a
cicatriz espiracular esta em uma ligeira depressdao. O nimero de aberturas espiraculares é
correspondente ao instar de desenvolvimento da larva.

LEITE & LoPES (1989) descreveram as larvas de primeiro instar de P. chrysostoma e
observaram espinhos filiformes, semelhantes a pelos localizados lateralmente as aberturas
espiraculares. BUENAVENTURA (2013) descreveu larvas de primeiro e segundo instar desta
mesma espécie através da microscopia éptica e destacou espinhos afilados circundando o
espiradculo posterior aberto e sem a cicatriz ecdisial. Estes espinhos ou pelos ndo sdo
observados nos imaturos de P. (E.) collusor.

Dentro da familia Calliphoridae, a placa espiracular ndo esta em cavidade, ou seja, esta
no mesmo nivel do tegumento do segmento anal. Em outras familias, como por exemplo,
espécies do género Ophyra (Muscidae), os espiraculos podem estar em elevagdes projetadas
do segmento anal (COURI & ARAUJO, 1991; SUKONTASON et al., 2003a).

O espiraculo posterior de L. cuprina esta localizado em um peritrema aberto com a
cicatriz ecdisial visivel. O numero de aberturas espiraculares nesta espécie é correspondente
ao instar de desenvolvimento. Essas observacdes corroboram estudos anteriores utilizando a
microscopia eletrdnica de varredura para descrever puparios desta espécie na Tailandia
(SUKONTASON et al., 2006) e imaturos retirados de lesdo na Australia (SANDEMAN et al.,
1987). Entretanto, o grupo de pesquisa tailandés, ao observar larvas de terceiro instar desta
espécie, através da microscopia Optica, descreveu o espiraculo posterior fechado
(SUKONTASON et al., 2004). Tal diferenca na observacdo pode ser devido a técnica utilizada
pelos grupos de pesquisa acima citados, uma vez que através da microscopia eletronica de
varredura € possivel observar as estruturas com maior detalhamento e fazer afirmaces mais
precisas.

No outro membro da familia Calliphoridae, o espiraculo posterior de C macellaria é
aberto e ndo apresenta a cicatriz espiracular, corroborando os relatos de Liu & GREENBERG
(1989) e GREENBERG & SzYSKA (1984) através da microscopia optica.

Nas outras duas especies estudadas, a correspondéncia entre 0 nimero de aberturas
espiraculares e o instar de desenvolvimento da larva foi observada. GUIMARAES & AMORIM
(2006) afirmaram que o numero de aberturas pode auxiliar na determinagdo dos instares
larvais. No caso do género Cochliomyia esta afirmagéo ndo pode ser aplicada completamente,
pois nas larvas de primeiro e segundo instar de C. macellaria foram observadas duas aberturas
espiraculares. A confirmacgdo do instar ao qual a larva pertencia foi feita através verificagdo
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do espiraculo anterior, somente encontrado em larvas a partir do segundo instar. A larva de
terceiro instar e 0 pupario apresentaram trés aberturas espiraculares. LEITE & GUEVARA
(1993) estudaram imaturos de C. hominivorax através da microscopia eletronica de varredura
e também relataram a presenca de duas aberturas espiraculares no primeiro instar.

Acredita-se que esta caracteristica pode ser especifica para o género Cochliomyia, uma
vez que diversos estudos de representantes da familia Calliphoridae foram realizados e ndo ha
relatos deste fato ocorrendo em outros géneros estudados (QUEIROZ et al., 1997,
SUKONTASON et al., 2003b; THYSSEN, 2005; CARVALHO, 2006; FLOREZ & WOLFF, 2009;
MENDONCA et al., 2010, 2012a,b; 2014b).

O peritrema de C. hominivorax apresenta grupos de espinhos em forma de placas com
a ponta afilada envolvendo-o (LEITE & GUEVARA, 1993). Estes espinhos ndo foram
observados em C. macellaria, onde apenas os musculos de abertura da fenda estdo presentes.

Nos pupéarios de L. cuprina foram observados tubérculos respiratorios na regido
proxima ao primeiro segmento abdominal. Estas estruturas foram relatadas também por
SUKONTASON et al. (2006). GREENBERG & KUNICH (2002) explicam que estes tubérculos
respiratdrios estdo presentes na pupa encerrada dentro do pupario e séo projetados para fora
através de um aumento de pressdo da hemolinfa. De acordo com estes autores, 0 rompimento
ocorre em uma regido recoberta por membrana e pode ocorrer aproximadamente 24 horas
depois da formacéo da pupa.

Entretanto, em algumas espécies, as membranas que permitem a saida dos tubérculos
respiratorios nao existem e assim, 0s mesmos se mantém dentro o pupario, como €é o caso de
C. macellaria. Em sarcofagideos, os tubérculos sdo pouco esclerotizados e ndo possuem forga
suficiente para romper as membranas e sair do pupério (Liu & GREENBERG, 1989;
GREENBERG, 1991; GREENBERG & KUNICH, 2002).

O tegumento da maioria das espécies de dipteros muscoides € liso, com a presenca de
pequenos pelos microscopicos ou cerdas que revestem parte ou totalmente o tegumento
(TESKEY, 1981; GUIMARAES & AMORIM, 2006). O tegumento de P. (E.) collusor ndo é
completamente liso, apresentando dobras e protuberancias em formato arredondado na larva
de terceiro instar e no pupéario. Nao ha relatos deste tipo de tegumento em outras espécies de
sarcofagideos. Entretanto, esta estrutura foi observada a partir do segundo instar larval de C.
albiceps (MENDONCA et al., 2010), sugerindo que esta caracteristica ndo é restrita a estes
grupos.

Nos califorideos foi observada uma pequena diferengca com relacdo a tegumento. Em
L. cuprina, o tegumento € liso ao longo de todo o corpo, mas o ultimo segmento abdominal é
totalmente recoberto por espinhos filiformes em todos os instares larvais. Entretanto, em
C. macellaria, os espinhos ndo estdo presentes. Estes espinhos foram observados em outras
espécies do género Lucilia, mas ndo em outras espécies desta familia, evidenciando que os
espinhos podem ser utilizados para distinguir os representantes do género Lucilia
(ERZINCLIOGLU, 1989; SUKONTASON et al., 2006, 2010; THYSSEN, 2005; MENDONCA et al.,
2010, 2012a,b; SzriLA et al., 2013; SzPILA et al., 2014).

Nos puparios de L. cuprina, foi observada uma linha longitudinal continua ao longo do
segundo e terceiro segmentos tordcicos e uma ligeira constricdo no primeiro segmento
abdominal. Estas estruturas também foram relatadas por SUKONTASON et al. (2006) ao
descreverem este muscoide e foram relacionadas com o local de abertura do pupario para a
emergéncia do adulto.

O tegumento da larva contém fileiras ou bandas de espinhos localizadas na linha que
divide os segmentos. Essas fileiras podem circundar todo o corpo ou ficar restrita apenas a
regido ventral ou lateral do corpo (GUIMARAES & AMORIM, 2006). O namero, o formato e a
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disposicdo dos espinhos pode ser um carater diagndstico para géneros ou especies de
Muscomorpha (GREENBERG & SzYSKA, 1984; FLOREZ & WOLFF, 2009).

Na regido cefélica, entre o primeiro e 0 segundo segmento pode ser encontrado um
conjunto de espinhos que formam o colar cefalico. Segundo alguns autores, essa regido
fornece caracteres diagndsticos em dipteros muscoides (SUKONTASON et al., 2010;
SHINONAGA & KANO, 1974).

Em P. (E.) collusor, estes espinhos sdo afilados em todos os estagios, entretanto nas
larvas de terceiro instar, eles se tornam ligeiramente achatados. SzriLA et al. (2014)
descreveram os espinhos do colar cefalico de Wohlfahrtia magnifica (Schiner, 1862) como
largos, conicos, alongados e ligeiramente curvados, diminuindo de tamanho a medida em que
se encontram mais proximos da regido posterior do corpo. SUKONTASON et al. (2003a)
consideraram o colar cefélico como parte dos espinhos intersegmentais e ndo descreveram
esta estrutura especificamente.

O colar cefélico das larvas de primeiro instar de L. cuprina apresenta disposi¢do
semelhante ao descrito por SzrPILA et al. (2014) para W. magnifica. Na porcdo préxima a
regido cefélica, os espinhos sdo achatados com as extremidades afiladas, enquanto na regido
préxima ao segmento toracico, os espinhos sao filiformes. Esta diferenca sé é observada na
larva de primeiro instar. SzpriLA et al. (2013), relataram esse arranjo em todas as seis espécies
do género Lucilia descritas por eles. Acredita-se que seja uma caracteristica comum a todos 0s
representantes desse género.

Entretanto, ndo é exclusiva deste género, pois MENDONCA et al. (2010) descreveram
esta mesma disposicao dos espinhos do colar cefalico de C. albiceps. Além disso, as larvas de
primeiro instar de C. macellaria também apresentaram espinhos mais robustos préximos a
regido cefélica e espinhos mais afilados proximos a regido torécica.

FLOREZ & WOLF (2009) descreveram, através da microscopia Optica, 0s espinhos de
C. macellaria como fortemente pigmentados com uma ou duas pontas. LEITE & GUEVARA
(1993) descreveram imaturos de C. hominivorax e ndo relataram a diferenca de formato nos
espinhos do colar cefalico, como observado em C. macellaria.

ASPOAS (1991) ressaltou a importéncia dos espinhos intersegmentais para diferenciar
imaturos de sarcofagideos. Em P. (E.) collusor, o formato dos espinhos variou durante o
desenvolvimento da larva, passou de filiformes em larvas de primeiro instar a robustos e
achatados, nas larvas de terceiro instar e puparios. SINGH et al. (2012) também observaram
mudancas no formato destas estruturas em P. ruficornis. Os espinhos encontrados nas larvas
de primeiro instar eram triangulares com a ponta afilada; no segundo instar, 0s espinhos eram
mais afilados, enquanto no instar seguinte, 0s mesmos eram bem menores. Entretanto, esta
mudanca ndo pode ser considerada um padrdo dentro dos membros desta familia, pois
SUKONTASON et al. (2003a) e SzrILA et al. (2014) ndo relataram esta alteracdo no padrdo de
espinhos de P. dux e W. magnifica, respectivamente.

Os espinhos intersegmentais de L. cuprina sdo muito semelhantes nas larvas de
primeiro e segundo instar, mas ligeiramente diferente das larvas de terceiro instar e puparios.
Nas larvas mais jovens os espinhos s@o mais estreitos e nos instares mais superiores, estes séo
mais achatados, semelhantes a placas. SzriLA et al. (2013) descreveram imaturos de seis
especies do género Lucilia na Europa, com enfoque nas larvas de primeiro instar. Estes
autores ndo descreveram o formato dos espinhos e utilizaram apenas a disposi¢do dos mesmos
como maneira de diferenciar os imaturos. Ainda segundo estes autores, baseado na disposi¢édo
dos espinhos do segmento A7 do abdémen € possivel diferenciar L. cuprina de L. sericata,
que sdo espécies que compreendem questdes taxondmicas importantes na Europa. No entanto,
no Brasil, L. sericata é restrita ao sul do pais e a taxonomia do adulto é bem estabelecida.
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Nas larvas de L. cuprina coletadas no Brasil, a banda de espinhos intersegmentais A7
é incompleta, como observado por SzpiLA et al. (2013). Entretanto, ndo existem estudos
comparando as trés espécies de importancia forense (L. cuprina, L. sericata e L. eximia) no
Brasil, assim, permanecendo a divida com relagdo a esta estrutura. Além disso, ha
possibilidade de outras composi¢Ges nos espinhos intersegmentais, uma vez que a existéncia
de espécies cripticas neste género é plausivel (WALLMAN et al. 2005).

Em C. macellaria, os espinhos intersegmentais sdo achatados e com a ponta afilada
em larvas de primeiro instar; nas larvas de segundo e terceiro instar e no pupario, 0s espinhos
apresentam a ponta mais robusta. Essa alteracdo no padrdo dos espinhos intersegmentais ja foi
observada também em outras espécies, inclusive em P. (E.) collusor. Entretanto, nos
segmentos abdominais desse califorideo é possivel observar uma segunda banda de espinhos
menores e mais robustos do que aqueles encontrados entre os segmentos. FLOREZ & WOLF
(2009) também relataram essa segunda banda de espinhos, mas ndo a caracterizaram.
GREENBERG & SZYSKA (1984) descreveram estes espinhos como largos, fortes e com pontas
bifurcadas, muito semelhantes ao observado em C. macellaria coletada no Brasil. SzPILA et
al. (2014) observaram estas estruturas em C. hominivorax, mas também ndo descreveram o
formato dos espinhos da banda abdominal.

A caracterizagdo dos imaturos de muscoides fornece subsidios para auxiliar
pesquisadores e profissionais da area criminal nas investigacdes. Entretanto, convém ressaltar
que o numero de espécies descritas na literatura € pequeno, assim como, a elaboracdo de
chaves dicotbmicas que ndo correspondem a totalidade dos insetos de importancia medica-
veterinaria e forense no Brasil. Desta forma, € recomendavel que a identificacdo taxondmica
se dé atraves da combinacdo de caracteres e ndo somente elegendo um carater diagnostico.
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5. Conclusodes

A- O tamanho das células do exocoérion, préximo a extremidade posterior do ovo, permite
diferenciar as espécies do género Cochliomyia encontradas no Brasil.

B- A combinacdo do formato da area mediana préximo a regido posterior (afilada) com a
presenca de orificios nas ilhas dentro da area mediana permitem distinguir Cochliomyia
macellaria de outra espécie de Calliphoridae muito semelhante, como por exemplo,
Chrysomya megacephala.

C- As papilas que formam o palpo maxilar localizadas em uma cavidade pode ser restrito
a larvas do subgénero Euboettcheria, uma vez que ndo ha relatos desta disposicdo em outras
espécies.

D- O numero de aberturas do espiraculo anterior variando de 11-12 aberturas em
Cochliomyia macellaria pode ser utilizado para distinguir as espécies do género Cochliomyia
no Brasil.

E- A combinacdo de espinhos achatados e filiformes nas larvas de primeiro instar de
Lucilia cuprina e Cochliomyia macellaria é uma caracteristica que pode ser utilizada para
diferenciar individuos da familia Calliphoridae

F- A disposicdo dos espiraculos anteriores em fileiras irregulares é restrita a familia
Sarcophagidae e pode ser considerada um carater diagndstico para esta familia.

G- A auséncia de pelos ou de espinhos localizados lateralmente as aberturas do espiraculo
posterior pode ser especifica para Peckia (E.) collusor ou, provavelmente, restrito ao
subgénero Euboettcheria.

H- Duas aberturas espiraculares no espiraculo posterior da larva de primeiro instar € uma
caracteristica especifica para o género Cochliomyia.

I- A auséncia de espinhos no espiraculo posterior de C. macellaria é um caréater
diagnostico para imaturos deste género.

J- A diferenga no formato dos espinhos do colar cefélico de C. macellaria também pode
ser mais uma caracteristica especifica para esta espécie, pois 0s espinhos de C. hominivorax
apresentam um formato padréo.

K- Os espinhos filiformes encontrados recobrindo o ultimo segmento larval em Lucilia

cuprina podem ser considerados caracteristicos deste género, uma vez que foram encontrados
em varias espécies deste grupo e ndo foram relatados em outros géneros.
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CAPITULO 1

IDENTIFICACAO MOLECULAR DE DIPTEROS DA FAMILIA CALLIPHORIDAE DE
IMPORTANCIA MEDICA-VETERINARIA E FORENSE
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REsSUMO

A identificacdo da espécie a ser estudada é um passo primordial em qualquer tipo de pesquisa.
A ordem Diptera ¢ uma das ordens consideradas mega diversas, onde a maior parte da
identificacdo dos espécimes € realizada através dos adultos. Em alguns casos, baseados em
caracteres de dificil visualizacdo, como a genitdlia, por exemplo, ou subjetivos, como
coloracdo e tamanho. A utilizacdo de caracteres moleculares como auxilio a taxonomia é
comum em grupos onde a caracterizacdo morfoldgica praticamente ndo pode ser aplicada,
assim, alguns autores propuseram a determinacdo de um segmento génico que atuasse como
cddigo de barras de identificagdo de todos os seres vivos. Este trabalho teve como objetivo
principal elaborar um banco de dados contendo sequéncias génicas de espécies de importancia
médica-veterinaria e forense da familia Calliphoridae através da regido do barcode. Foram
analisadas nove espécies de dipteros muscoides coletadas em quatro regiGes do pais, em um
total de 346 espécimes utilizados. O sequenciamento das amostras foi bem sucedido com os
iniciadores propostos na literatura, entretanto, um novo par de iniciadores mais adequados as
espécies nativas da Regido Neotropical foi proposto. As sequéncias obtidas apresentam boa
qualidade e serdo depositadas em um banco de dados de acesso livre, como representantes da
fauna brasileira. Além disso, dois outros segmentos génicos (fator de elongacdo 1 alfa e
white) também foram sequenciados pela primeira vez para algumas espécies. A proposta de
barcode foi bem sucedida em algumas espécies, como Hemilucilia segmentaria, Hemilucilia
semidiaphana, Chloroprocta idioidea, Cochliomyia macellaria, Chrysomya megacephala e
Chrysomya albiceps, onde a variacdo intraespecifica foi menor do que 3%. Em Lucilia
eximia, com as analises da regido barcode, houve a formacéo de dois grupos, com variacao de
4,6% entre eles. Entretanto, as analises dos genes nucleares ndo repetiram esse padrdo de
grupos, reforcando que o valor de 3% de divergéncia ndo pode ser utilizado com padrdo para
estes dipteros. Na espécie Chrysomya putoria, a analise da regido barcode mostrou a
formacdo de trés grupos, onde a variacao intraespecifica foi maior do que a interespecifica,
exemplificando um caso onde o barcoding gap ndo foi observado. Nas analises dos
segmentos nucleares, a formac&o dos trés grupos se repetiu, levando a necessidade de maiores
estudos sobre a possibilidade de outro grupo taxondmico presente nestas amostras. Ao realizar
uma andlise conjunta das espécies do género Chrysomya introduzidas no Brasil com os trés
marcadores, observou-se que apenas C.megacephala formava um clado separado e
monofilético. A espécie C. putoria é polifilética, pois parte das amostras formavam dois
clados separados e parte formava um agrupamento Unico com C. albiceps e C. rufifacies.
Assim, é necessaria a analise de outros segmentos génicos, bem como aumentar o nimero de
amostras destas espécies introduzidas no Brasil para tentar esclarecer esta questdo
taxondmica.

Palavras-chave: citocromo oxidase I; fator de elongacdo; white; barcode
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ABSTRACT

The correct identification of the species to be studied is an important step in all research.
Diptera is considered to be a mega diverse order and most of the taxonomic identifications are
done using adults. In some cases, the identification is done using characters difficult to be
visualized, such as genitalia, or subjective features, such as color and size. The molecular
characterization as an aid for taxonomy is common in groups where morphological
characterization is difficult to achieve. Therefore, some authors proposed the determination of
a genetic fragment to be used as a barcode identification for all living beings. The main aim
of this research was to provide a database of genetic sequences from medical, veterinary and
forensically important Calliphoridae flies using barcode. Nine fly species were collected in
four regions of Brazil, corresponding to 346 samples. The samples were successfully
sequenced with primers proposed in the literature; a new pair of primers, however, more
appropriated to Neotropical Region native species, was proposed. The obtained sequences
presented good quality and they will be deposited in a free access database, as representatives
of the Brazilian fauna. Additionally, two other gene fragments (elongation factor 1 alpha and
white) were sequenced for the first time for some species. The barcode proposal was
successfully achieved for some species: Hemilucilia segmentaria, Hemilucilia semidiaphana,
Chloroprocta idioidea, Cochliomyia macellaria, Chrysomya megacephala and Chrysomya
albiceps, for which the intraspecific variation was less than 3%. For Lucilia eximia, barcoding
analysis showed two groups, with intraspecific variation of 4.6%. However, nuclear genes did
not repeat this grouping, reinforcing that the threshold of 3% divergence could not be used as
pattern for all dipterans. Barcoding analysis of Chrysomya putoria, formed three groups and
the intraspecific variation was greater than the interspecific variation, a case where the
barcoding gap could not be seen. Using nuclear genes, these three groups were formed again,
leading to the necessity of further studies about the possible presence of another taxonomic
group among the samples. The conjunct analysis of the Chrysomya species introduced in
Brazil using molecular and mitochondrial genes, demonstrated that only C. megacephala
formed a separate and monophyletic clade. Chrysomya putoria is polyphyletic species, since
part of the samples formed two different clades and another part grouped together with
C. albiceps and C. rufifacies. Therefore, others gene fragments should be studied and more
samples of introduced Chrysomya should be analyzed to explain this taxonomic problem.

Key Words: cytochrome oxidase I; elongation fator; white; barcode
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1. INTRODUCAO

A diversidade e a riqueza dos insetos no planeta jA foram discutidas por diversos
autores, que relatam a quantidade de um milhdo de espécies ja descritas, 0 que seria uma
pequena parte do que ainda hd sem descricdo (GRIMALDI & ENGEL, 2005; RAFAEL et al.,
2009). Estes autores relatam ainda um problema crescente, ja observado ha muitos anos, o da
dificuldade em descrever novas espécies, seja pela quantidade enorme de trabalho, ou ainda
pelo tempo necessario a formacao de taxonomistas experientes.

Além da grande diversidade, um problema recorrente é a auséncia de caracteres
morfologicos diagnosticos para algumas espécies ou ainda, descrices baseadas em
informacdes subjetivas como, por exemplo, coloracdo e tamanho do inseto. Este problema é
muito comum em espécies cripticas, que sdo encontradas em Vvarios grupos de insetos, o que
dificulta ainda mais o conhecimento da fauna.

Dentro da ordem Diptera, estes problemas também sdo encontrados. Por exemplo,
Chrysomya albiceps (Widemann, 1819) e Chrysomya rufifacies (Macquart, 1843) (Diptera:
Calliphoridae) ja foram consideradas como um unico grupo taxonémico (KURAHASHI, 1989)
e, posteriormente, como espécies distintas (TANTAWI & GREENBERG, 1993). Essas alteracbes
no status taxonémico se dao devido a escassez de caracteres morfoldgicos que as diferenciam,
tanto na fase de imaturos quanto em adultos (SUKONTASON et al., 2008; MENDONCGA et al.,
2010; SiLvA et al., 2012).

As moscas adultas sdo conhecidas como carreadoras de patdgenos, entretanto,
provavelmente os imaturos apresentam maior destaque tanto na area de medicina humana e
veterinaria quanto na entomologia forense (GREENBERG, 1971, 1973). Neste estagio de
desenvolvimento, algumas espécies sdo biontdéfagas ou necréfagas, causando prejuizos
enormes a criacdo de animais, através da producdo de miiases (GUIMARAES & PAPAVERO,
1999). Algumas outras espécies sdo saprofagas ou necréfagas e podem se desenvolver em
cadaveres, sendo uma importante fonte de informacdo para peritos e investigadores criminais
na entomologia forense. Assim, o conhecimento exato da taxonomia das espécies de dipteros
muscoides é muito importante para diversas areas de pesquisa (OLIVEIRA-COSTA, 2003).

A taxonomia classica se baseia na combinacdo de caracteres morfol6gicos com o
objetivo de identificar as espécies e como forma de compreender melhor a diversidade.
Entretanto, a grande parte das chaves dicotdmicas de identificacdo dos muscoides é baseada
em caracteres morfologicos dos adultos, mesmo sendo a fase de imaturos a mais coletada, seja
colonizando cadaveres ou causando miiases. Desta forma, a busca por alternativas de
identificacdo é constante e necessaria.

A utilizacdo de caracteres moleculares como auxilio a taxonomia é bastante comum
em grupos onde a caracterizacdo morfologica praticamente ndo pode ser aplicada, como por
exemplo em virus e bactérias (ALLANDER et al., 2001; HAMELS et al., 2001). Atualmente,
estas técnicas tém se tornado popular na identificacdo de diversos grupos de seres vivos. No
entanto, para que possam ser aplicadas com objetivos taxonémicos, é necessario que regides a
serem comparadas estejam pré-estabelecidas.
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Os marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer segmento especifico
do DNA que pode ser utilizado para distinguir entidades geneticamente diferentes (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998; SANDOVAL, 2011). Esses marcadores, quando combinados, também
podem ser utilizados em estudos de evolugdo molecular, filogenia e estruturacdo populacional
(AZEREDO-ESPIN & LESSINGER, 2006).

Alguns marcadores moleculares foram propostos para fornecer identificacdo para
algumas especies de dipteros de dificil diagnostico, dentre os principais podemos citar:
citocromo ¢ oxidase subunidades | e I, 28S do RNA ribossomal, espacadores transcritos
internos (ITS1 e ITS2) e microssatélites (STEVENS & WALL, 2001; HEBERT et al., 2003a;
BEHURA, 2006; NELSON et al., 2007; MEIER & ZHANG, 2009).

Considerando a variacdo genética existente e com o objetivo de facilitar a
identificacdo das espécies, HEBERT et al. (2003a) propuseram a utilizacdo de uma Unica
porcdo do genoma como um cadigo para identificar as espécies, e assim, surgiu a proposta do
cddigo de barras do DNA (DNA barcode).

O Projeto Barcode of Life faz parte de uma iniciativa internacional que visa o
sequenciamento de regido Unica para identificacdo de todos os seres eucarioticos baseado em
uma abordagem molecular padronizada (HEBERT et al., 2003a; MILLER, 2007). A principal
vantagem desta abordagem seria a rapidez e praticidade com que os dados sdo fornecidos,
sem a necessidade da interferéncia de um taxonomista especialista no grupo estudado (MEIER
& ZHANG, 2009). Além do sequenciamento, esta abordagem propde relacionar as sequéncias
obtidas a um conjunto de dados sobre o material testemunho, como por exemplo, fotografias,
informagdes sobre o ponto de coleta e caracteristicas do local, entre outros. Desta forma,
permitir a elaboracdo de um banco de dados integrando sequéncias do genoma e informacdes
de curadoria (HAJIBABAEI et al., 2007).

Segundo HEBERT et al. (2003a), a regido barcode escolhida deveria ser a mesma para
todos os reinos. A principio, a regido escolhida foi a citocromo oxidase | (col) localizada no
genoma mitocondrial, entretanto, tal regido ndo apresenta a mesma eficiéncia para plantas e
fungos. Nas plantas, a taxa de evolugdo nesse grupo € muito baixa, gerando sequéncias
similares em familias com relacionamento filogenético distante (CHo et al., 1998, 2004). No
caso dos fungos, a regido que apresenta melhores resultados foi a que codifica o gene ITS
(internal transcribed spacer) (SCHOCH et al., 2012).

Para os animais, 0 DNA mitocondrial foi escolhido porque apresenta herangca materna
exclusiva, auséncia de recombinacdo genética e grande abundancia nos tecidos (BENECKE &
WELLS, 2000). Recentemente, NUNES et al. (2013) observaram a presenca de mitocondrias de
origem paterna em Drosophila melanogaster, entretanto, estes autores ressaltam que ainda
assim este evento pode ser considerado raro. O DNA mitocondrial pode ser facilmente isolado
e possui diferentes taxas de mutacdes, conferindo regides bastante variadas e outras mais
conservadas (LUNT et al., 1996).

O DNA mitocondrial dos animais € uma molécula de dupla-fita circular que apresenta
multiplas copias em cada mitocondria. Possui de 15-20kb ao longo de 37 genes, sendo 13
deles que codificam subunidades de proteinas que participam do processo de fosforilagcdo
oxidativa, 22 que codificam RNA transportadores que atuam dentro das mitocdndrias e dois
genes que codificam RNA ribossomais das mitocondrias. Além de uma regido né&o-
codificante, denominada regido controle que regula a replicagdo e a transcricdo do DNA
mitocondrial (WOLSTENHOLME, 1992; SHADEL & CLAYTON, 1993).
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O gene mitocondrial citocromo oxidase apresenta aproximadamente 3000 pares de
bases e comp8e um complexo enzimatico com trés subunidades que fazem parte da cadeia
respiratoria e participam da reducéo do oxigénio em agua. Devido ao seu papel tdo especifico
para 0 metabolismo celular, este gene € bastante conservado nos aerébios. A subunidade |
(col) é a maior delas e uma das maiores codificantes do genoma mitocondrial dos metazoarios
(LUNT et al., 1996). Nesta subunidade ocorre a combinagdo de regides muito conservadas e
outras variaveis (LUNT et al., 1996). Esta subunidade foi eleita como barcode por apresentar
uma alta taxa de evolugdo molecular, com substituicbes de nucleotideos na terceira posicao,
permitindo a diferenciacdo entre espécies proximas e também sinalizando a presenca de
grupos filogenéticos distintos dentro da mesma espécie (Cox & HeEBeRT, 2001). No entanto,
apesar da taxa de substituicdo de nucleotideos ser alta, a taxa de substituicdo de aminoacidos é
lenta quando comparadas a outros genes, 0 que permite também a comparagcdo com grupos
taxonémicos superiores (HEBERT et al., 2003a).

A porcao 5’ do gene possui iniciadores universais bem estabelecidos e testados para
praticamente todos os filos de animais, facilitando e padronizando os estudos (FOLMER et al.,
1994; HEBERT et al., 2003a). A regido barcode corresponde ao segmento entre as bases 1490
e 2198 da porg¢do 5° da molécula tomando-se como base o genoma mitocondrial de
Drosophila yakuba Burla, 1954 (Diptera: Drosophilidae) (FOLMER et al., 1994).

Além da premissa principal da regido Unica de identificacdo para todos os seres vivos,
0 barcode propde também que a variacdo nucleotidica dentro do segmento col nas espécies
préximas seja suficiente para garantir a diferenciacdo entre elas. AvISE & WALKER (1999)
demonstrou que a diferenca na regido do gene mitocondrial citocromo b entre espécies
préximas de vertebrados € maior do que 2%. Baseado nesse estudo, HEBERT et al. (2003b)
analisaram 11 filos e, especificamente algumas ordens dentro do filo Arthropoda e
observaram que cerca de 98% das espécies também divergiram mais de 2%, quando
comparadas par-a-par para a regido da citocromo oxidase |. Além deste, outros estudos
testando a eficiéncia do barcode foram realizados com diversos grupos de seres vivos, COmo
passaros, peixes, aranhas e borboletas (HEBERT et al., 2004b; BARRETT & HEBERT, 2005;
WARD et al., 2005; HAJIBABAEI et al., 2006).

Desta forma, o barcode preconiza que a variacdo genética dentro da espécie estudada
ndo deve ser maior do que a variacdo entre esta e as espécies proximas. Essa premissa €
conhecida como barcoding gap, mas ndo € um consenso entre 0s pesquisadores. Em algumas
situacdes, pode ocorrer a sobreposicao da variacao intraespecifica e interespecifica (MEYER &
PAULAY, 2005), o que pode demonstrar um evento recente de especiac¢do ou ainda presenca de
grupos polifiléticos. No entanto, segundo HEBERT et al. (2003b), a baixa diversidade entre
espécies proximas pode ser um reflexo da introgressdo mitocondrial ou ainda resultado do
processo de hibridizacdo na natureza, sendo necessaria a analise de um gene de evolugdo mais
lenta, de origem nuclear, por exemplo, para auxiliar na resolugdo desses problemas.

Em alguns grupos de dipteros muscoides ja foram relatados a presenca de hibridos
naturais, como por exemplo, espécies do género Lucilia (Diptera: Calliphoridae) (STEVENS &
WALL, 1996; STEVENS et al., 2002). Desta forma, com o intuito de ajudar a esclarecer a
possibilidade da ocorréncia de cruzamentos entres espécies diferentes de dipteros caliptratos,
alguns autores propuseram a utilizacdo de genes nucleares, que apresentam padrdo de heranca
diferente do genoma mitocondrial (STEVENS et al., 2002; MCDONAGH & STEVENS, 2011).

Alguns genes nucleares, como 18S e 28S, séo bastante estudados na ordem Diptera e
geralmente apresentam congruéncia com informag6es morfoldgicas (CATERINO et al., 2000).
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Entretanto, esses genes sdo utilizados principalmente em niveis hierarquicos superiores
(KuTTY et al., 2008; MARINHO et al., 2012). O fator de elongacdo 1 alfa (EF-al) e o0 gene
white (wec), sdo menos conservados e tém sido testados como marcadores moleculares em
diversas espécies de insetos (CATERINO et al., 2000). Esses genes nucleares fazem parte de
vias biossintéticas importantes e por isso apresentam baixa taxa de divergéncia entre 0s
dipteros. Desta forma, acredita-se que a utilizacdo desses genes como marcadores moleculares
irdo auxiliar na caracterizacdo mais apuradas das espécies de muscoides.

O fator de elongacdo 1 alfa (EF-al) participa do processo de traducdo, sendo
responsavel por levar o tRNA ao sitio de ligacdo no ribossomo para que a traducéo se inicie
(ANDERSEN et al., 2003). Esse gene possui mais de 1300 pares de bases, sem repeticOes
internas, além de ser um gene de copia unica (CHo et al., 1995). Ele é bastante conservado
entre 0s mais variados organismos, inclusive em insetos e tém sido bastante utilizados em
estudos filogenéticos com espécies da familia Calliphoridae (DANFORTH & Ji, 1998;
CATERINO et al., 2000; MCDONAGH & STEVENS, 2011; SINGH & WELLS, 2013). Segundo
CATERINO et al. (2000), este gene apresenta bons resultados em comparacdes entre especies,
géneros e entre subfamilias, pois apresenta muitas substitui¢fes sindénimas.

O gene white (wec) codifica proteinas que participam da captacdo, do transporte
intracelular e do armazenamento dos pigmentos que ddo cor aos olhos dos dipteros
(MACKENZIE et al.,, 1999). O gene completo possui 14kb e faz parte da familia de
transportadores transmembrana ABC (ATP-binding cassete) (GARCIA et al., 1996). Ainda
segundo estes autores, € composto por sete eéxons, sendo o éxon 3 exclusivo da ordem Diptera
e que sera utilizado neste estudo, 0 que o torna um importante marcador para comparacao
nesta ordem (READY et al., 2009). Esse gene apresenta varios alelos mutantes que foram bem
caracterizados em dipteros muscoides (ELIzUR et al., 1990; ZACHAR & BINGHAM, 1982;
GARCIA et al., 1996).

Neste capitulo buscou-se contribuir para a elaboracdo de um banco de dados de
sequéncias do gene citocromo oxidase | de dipteros muscoides do Brasil, corroborando os
dados taxonémicos. Entretanto, em casos conflitantes com a taxonomia, a analise dos genes
nucleares fator de elongacdo e white foram utilizados para auxiliar a elucidar tais
guestionamentos. Mais especificamente, este capitulo propds:

a) construgdo de um banco de dados de sequéncias da regido barcode (citocromo oxidase I)
de dipteros das espécies da familia Calliphoridae introduzidas e nativas da Regido
Neotropical;

b) diferenciacdo genética das espécies introduzidas no Brasil do género Chrysomya, através
da abordagem do barcode (col);

c) avaliacdo da distancia genética entre as sequéncias da regido barcode das espécies de
dipteros muscoides coletados em quatro eco-regides do Brasil;

d) avaliacdo dos marcadores nucleares fator de elongacdo 1 alfa (EF-al) e white (wec) na
identificacdo de dipteros das espécies da familia Calliphoridae.

77



2. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses, Setor
de Entomologia Médica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ.
A parte experimental foi realizada em colabora¢do com o Laboratorio de Epidemiologia e
Sisteméatica Molecular, através da Plataforma de Identificacio Molecular de Parasitos e
Vetores do Brasil do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ.

A coleta dos imaturos também ocorreu em conjunto com o Projeto de Entomologia
Forense realizado pelo Laboratorio de Transmissores de Leishmanioses nos estados do Rio de
Janeiro, Amapa, Goias e Mato Grosso do Sul.

No estado do Rio de Janeiro, as coletas foram realizadas no Parque Estadual da Pedra
Branca (Ponto de coleta RJ: 23° 52 23.04”S e 43° 23’ 43.32”W), com autorizacdo do
Instituto Estadual do Ambiente (INEA), nimero 043/2011. No estado do Amapa, as coletas
foram realizadas no campus da Universidade Federal do Amapa (Unifap), no bairro Jardim
Marco Zero, Macapa (Ponto de coleta AP: 0°00° 22.5”S e 51° 05° 4.3°W), AP.

Em Goiés, as coletas foram realizadas no Parque Nacional da Chapada dos Veadeiros,
localizado no municipio de Alto Paraiso de Goias, Distrito de Vila de Sdo Jorge, Goiania
(Ponto de coleta GO: 14° 10° 26.48”S e 47° 49’ 26.21”W). No Mato Grosso do Sul, as coletas
foram realizadas na Fazenda Onoda, localizada no municipio de Terenos (Ponto de coleta
MS: 20° 27° 42.67”S ¢ 55° 07° 2.51”W) (figura 1).

Os insetos foram coletados seguindo a metodologia de BARBOSA et al. (2009), através
da utilizacdo de armadilhas tipo Shannon modificada, conforme descrito no capitulo anterior.
Os insetos coletados eram mortos por resfriamento e identificados através de caracteres
morfoldgicos diretamente em campo. Depois, eram acondicionados separadamente em tubos
tipo eppendorf e mantidos congelados.

Ao chegar ao laboratorio, os insetos tiveram sua identificacdo confirmada através do
uso de chaves dicotdmicas especificas para a familia Calliphoridae (MeLLO, 2003; CARVALHO
& MELLO-PATIU, 2008) e receberam um codigo com local de coleta e nUmero da amostra.
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Figura 1: Pontos de coletas dos dipteros muscoides, nos estados do
Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Goias e Amapa.
Fonte: Software Google Earth, data da foto: 29/08/14.

O material-testemunho encontra-se acondicionado em freezer (-18°C) e sera
depositado na Colecdo Entomoldgica Costa Lima do Instituto Oswaldo Cruz, da Fundacéo
Oswaldo Cruz.

O DNA foi extraido a partir de trés pernas do lado direito do inseto, a fim de preservar
as caracteristicas diagnosticas do inseto, caso fosse preciso confirmar a identificacdo
taxondmica. O restante do material foi mantido a temperatura de -18°C como testemunho. A
extracdo de DNA total foi realizada utilizando kit de extracdo (Wizard Genomic DNA
Purification — Promega), seguindo as instrucGes do fabricante.

Com o objetivo de amplificar a por¢do 5’ do gene citocromo oxidase I, foi utilizado
um conjunto de iniciadores LCO 1490-L e HCO 2198-L. Entretanto, em algumas amostras, a
amplificagcdo com estes ndo foi possivel, entdo, outro conjunto de iniciadores foi testado
(LEP-F1e LEP-R1) e um novo par de iniciadores foi desenhado (COI — Call F e COI — Call
R). O novo par de iniciadores foi desenhado com o auxilio do programa Oligo 3, utilizando as
sequéncias depositadas no GenBank e aquelas produzidas nestes experimentos como
referéncia. Na tabela 1 encontram-se as sequéncias destes iniciadores.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados para a amplificacdo e sequenciamento da regido barcode
(gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade I - col), fator de elongacéo 1 alfa (EF-al) e
do éxon 3 do gene white (wec). Os nucleotideos seguem a nomenclatura da IUPAC (Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada): A — adenina; T — timina; G — guanina; C —
citosina; W — adenina ou timina; R — adenina ou guanina, H — adenina, citosina ou timina.

Tamanho
Iniciador Sequéncia do Referéncia
Fragmento
col
LCO 1490-L 5’>-GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG-3’
658pb NELSON et al. (2007)
HCO 2198-L 5’>-TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA-3’
LEP-F1 5’-ATTCAACCAATCATAAAGATAT-3’
648pb HEBERT et al. (2004a)
LEP-R1 5’-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAA-3’
COl-CallF 5’-CHAATCATAAAGATATTGGTAC-3’ 626pb -
COl-CallR 5’ -KTTGRTATAAAATWGGRTCTCC-3’ 626pb -
EF-al
EF-FO05 5’-CCTGGACATCGTGATTTCAT-3’
401pb READY et al. (2009)
EF-F06 5’>-TTACCTTCAGCGTTACCTTC-3’
white
WEC-F21 5’>-GTTTGTGGCGTAGCCTATCC-3’
617pb READY et al. (2009)
WEC-R12 5’-AATGTCACTCTACCYTCGGC-3’

Para os iniciadores LCO 1490-L e HCO 2198-L foram utilizados 0,25mM de dNTP,
3,0uM de MgCI2, 0,4uM de cada iniciador e 1U de Taq Polimerase. Para os iniciadores LEP-
Fle LEP-R1, as concentracfes foram 0,25mM de dNTP, 2,5mM de MgCl,, 0,4uM de cada
iniciador e 2U de Taq Polimerase. A quantidade de DNA foi correspondente a 2L (estimado
5-20 ng). Os ciclos de PCR consistiram de uma etapa inicial de desnaturacao a temperatura de
94°C por dois minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 45°C por 30 segundos, elongacdo a 72°C por dois minutos, seguida de uma
etapa de extensdo final a 72°C por cinco minutos, gerando produtos com 658pb. Estas
mesmas condic¢Ges foram utilizadas para os outros iniciadores LEP e COI — Call.
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Os iniciadores nucleares utilizados foram o EF-F05 e EF-F06 que amplificam o fator
de elongacdo EF-al e o WEC-F21 e WEC-R12 que amplificam o gene white (READY et al.,
2009) (tabela 1).

Para os iniciadores EF-FO5 e EF-F06 foram utilizados 100uM de dNTP, 1,5uM de
MgCl,, 0,8uM de cada iniciador e 1U de Taq Polimerase. A quantidade de DNA foi
correspondente a 2pL (5-20ng). Os ciclos de PCR consistiram de uma etapa inicial de
desnaturacdo a temperatura de 94°C por trés minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturacao a
94°C por 30 segundos, anelamento a 47°C por 30 segundos, elongagdo a 72°C por 90
segundos, seguida de uma etapa de extensdo final a 72°C por dez minutos, gerando produtos
com 401pb de uma regiéo livre de introns.

Para os iniciadores WEC-F21 e WEC-R12 foram utilizados 400uM de dNTP, 3,0uM
de MgCl,, 0,4uM de cada iniciador e 2U de Taq Polimerase. A quantidade de DNA foi
correspondente a 2uL (5-20ng). Os ciclos de PCR consistiram de uma etapa inicial de
desnaturacdo a temperatura de 94°C por trés minutos, seguida de 5 ciclos iniciais de
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 38°C por 30 segundos, elongacdo a 72°C
por 90 segundos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 42°C por 30 segundos, elongacdo a 72°C por 90 segundos e uma etapa de extensdo final a
72°C por dez minutos, gerando produtos com 617pb do éxon 3.

Em todas as reacbes de amplificacdo foram utilizados controles negativos e positivos
para verificar a presenga de possiveis contaminantes, além de inibidores as reacGes de
amplificacdo.

O produto da reacdo de PCR para todos os genes foi visualizado em gel de agarose
1,5% corados com Gel Red (Biotium) e posteriormente purificados utilizando kit GFX PCR
and gel band purification (GE Healthcare) com o objetivo de recuperar a maior quantidade
possivel de material.

As reacOes de sequenciamento foram realizadas para ambas as fitas de DNA,
utilizando o kit ABI Prism BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems),
com 0s mesmos iniciadores usados na amplificacdo, sendo submetidas a 30 ciclos de 96°C
durante 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C a 4 minutos.

Os produtos da reacdo de sequenciamento foram purificados, através da precipitacdo
com isopropanol e etanol e posteriormente foram re-suspendidos em formamida, desnaturados
a 95°C e analisados em um sequenciador automatico de 48 capilares ABI 3730 XL (Applied
Biosystems), pertencente a Plataforma de Sequenciamento de DNA / PDTIS — Fundacgéo
Oswaldo Cruz.

A edicdo das sequéncias foi realizada individualmente e manualmente para cada
amostra utilizando o programa SegMan Lasergene versdo 7 (DNAStar Inc.). Os
eletroferogramas também foram analisados individualmente com o intuito de conferir melhor
qualidade as sequéncias consenso produzidas.

Cada sequéncia consenso gerada foi submetida ao BLASTn - Basic Local Alignment
Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para conferir a identificacdo taxondmica
com as sequéncias ja depositadas neste banco de dados.

O alinhamento das sequéncias foi realizado através de Clustal W, implementado no
Programa Bioedit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999), utilizando as configuragdes
padrdo do programa. A edicdo do alinhamento foi realizada manualmente, utilizando-se como
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base comparativa sequéncias da mesma espécie, coletadas em outros paises e sequéncias de
espécies proximas, além de sequéncias de Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) (Diptera:
Drosophilidae) como grupo externo. Todas estas sequéncias usadas como referéncia para a
comparacdo foram consultadas no GenBank (tabela 1 — anexo B).

Os diferentes haplotipos foram analisados com o intuito de quantificar a divergéncia
entre as sequéncias de nucleotideos usando o meétodo Kimura-2-pardmetros, atraves do
programa MEGA v. 6.0 (TAMURA et al., 2007), para a geracdo de uma matriz de distancia
genética.

As arvores foram construidas seguindo os métodos de Neighbor-Joining e Maxima
Verossimilhanga (SAITou & NEI, 1987), implementados no programa MEGA v. 6.0 (TAMURA
et al., 2007). A confiabilidade das arvores filogenéticas construidas foi testada com 1000
replicacdes de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985).

Os metodos de neighbor-joining e maxima verossimilhanca tém a finalidade de
estimar as relacGes evolutivas entre as espécies, o primeiro baseando-se na distancia genética
e 0 segundo no estado do carater (NEI & KUMAR, 2000; SCHNEIDER, 2003). Assim, estes
foram escolhidos por apresentarem bons resultados na separacdo das espécies em clados
monofiléticos sem a finalidade de estabelecer relacGes filogenéticas entre eles, da mesma
forma que o projeto barcode (HEBERT et al., 2003a; NELSON et al., 2007).

As arvores de distancia foram construidas utilizando todas as sequéncias obtidas e
também arvores individualizadas para cada espécie estudada. Entretanto, as arvores utilizando
0s marcadores nucleares foram realizadas em conjunto, com apenas alguns representantes de
cada espécie. Os métodos de reconstrucdo para os genes nucleares foram 0s mesmos
utilizados para a regido barcode.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As coletas foram realizadas nos estados do Amap4, Goias, Mato Grosso do Sul e Rio
de Janeiro, com um total de 346 dipteros muscoides. As espécies analisadas neste estudo
foram Chrysomya albiceps, C. megacephala, C. putoria e C. rufifacies, Chloroprocta
idioidea, Lucilia eximia, Cochliomyia macellaria, Hemilucilia segmentaria e
H. semidiaphana. Nas tabelas 2 e 3 — anexo B estdo representadas as espécies coletadas em
cada ponto e a distribuicdo geografica das mesmas.

A identificacdo de espécies de importancia médica-veterinaria e forense no Brasil é
realizada exclusivamente através da taxonomia classica de adultos. Entretanto, em alguns
casos, a impericia do coletor pode danificar o material de forma que a criacdo do inseto até a
fase adulta seja impossibilitada, gerando a busca por outras metodologias de identificacdo
(MENDONCGA et al., 2008, 2010).

Os depositos de sequéncias génicas de amostras coletadas no Brasil nos bancos de
dados de acesso gratuito sdo muito incipientes. A maioria dos grupos de pesquisa opta por
criar bancos de dados proprios e ndo compartilham estas informacGes com a comunidade
cientifica. Desta forma, o conhecimento da diversidade génica de dipteros muscoides
coletados no Brasil ainda € muito limitado.

O banco de dados Bold Systems (Barcode of Life Data Systems) possui acesso livre e
gratuito e tem como objetivo principal facilitar o acesso a diversidade. As sequéncias obtidas
nestes estudos serdo depositadas nesta Plataforma como representantes da fauna de dipteros
muscoides nativos e introduzidos de importancia sanitaria e forense coletados no Brasil.
Assim, sera possivel que pesquisadores e investigadores criminais tenham acesso a sequéncias
da regido barcode de nove espécies de dipteros muscoides coletados em quatro eco-regides do
Brasil (Amazobnia, Cerrado, Pantanal e Mata Atléntica), abrangendo grande parte da
diversidade desses insetos. As amostras obtidas geraram bandas especificas, com fragmentos
aproximados de 670pb e produziram sequéncias de boa qualidade.

Para depdsito das sequéncias no Bold Systems, as mesmas devem apresentar alta
qualidade, picos bem definidos nos eletroferogramas, com valor de Q acima de 20, sem
cddons de parada e com tamanho minimo de 550 pares de bases. As sequéncias obtidas nesse
trabalho, além das caracteristicas acima, também ndo apresentaram insercdes ou delecdes,
facilitando o processo de alinhamento e indicando que estas apresentam qualidade exigida
para serem depositadas na plataforma do Bold Systems. De acordo com ZHANG & HEWITT
(1996), o conjunto de caracteristicas observadas podem ser um indicio de que ndo houve
amplificacdo de pseudogenes, garantindo a mesma taxa de evolucdo entre as sequéncias
barcode comparadas.

Para as espécies H. semidiaphana, H. segmentaria, C. idioidea e C. macellaria nao foi
possivel a amplificacdo da regido barcode com qualidade em todas as amostras com 0s
iniciadores propostos na literatura. Para a obtencdo de sequéncias destas espécies, um novo
conjunto de iniciadores para esta regido foi desenhado. Os experimentos foram realizados nas
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mesmas condicdes ja testadas para os outros iniciadores mitocondriais e foi possivel obter
maior sucesso na amplificacdo de todos os califorideos.

A composicao dos nucleotideos da regido barcode mostrou uma tendéncia de adeninas
e timinas em todas as espécies estudadas, conforme visto na tabela 2. NELSON et al. (2007)
também realizaram observacgdes semelhantes para o género Chrysomya coletadas na Australia
e conforme € esperado para amostras de DNA mitocondrial em outros insetos, como relatado,
por exemplo em TAMURA (1992), CROZIER & CROZIER (1993), SIMON et al. (1994), TAN et al.
(2009).

Tabela 2: Numero de amostras e de sequéncias, numero de hapldtipos e de sitios variaveis
por espécie de dipteros muscoides, utilizando a regido barcode (col) como marcador.

Espécies '\,lbl‘]rgnoes::?:se CTteUdo ls\leumgro_de E'Umlgl;_o de NUFT\1/(EFQ de Sitios
+T quéncias aplétipos ariaveis

Hemilucilia segmentaria 6 0,685 4 2 1
Hemilucilia semidiaphana 6 0,687 6 3 2
Chloroprocta idioidea 6 0,680 5 3 2
Cochliomyia macellaria 41 0,682 40 22 29
Lucilia eximia 41 0,672 24 14 42
Chrysomya putoria 39 0,690 23 6 55
Chrysomya megacephala 84 0,685 38 1 0
Chrysomya albiceps 114 0,694 83 6 7
Chrysomya rufifacies 9 0,689 9 1 0
Total 346 X 232 X X

Na arvore de distancia utilizando todas as sequéncias do gene col obtidas neste estudo,
foi possivel observar que algumas especies como C. megacephala, C. idioidea,
H. semidiaphana, H. segmentaria e C. macellaria formaram agrupamentos Unicos contendo
todas as amostras analisadas e com suporte alto nos ramos (acima de 98%). No entanto,
C. putoria e L. eximia n&o apresentaram esta organizagdo. As amostras de L. eximia formaram
dois grupos distintos com distancia genética alta e suporte nos ramos (100%). Chrysomya
putoria parece ser polifilética, com suas amostras formando trés clados, sendo dois deles
compostos apenas por esta espécie. O terceiro grupo de espécies se apresenta como um clado
unico, junto com todas as amostras de C. rufifacies e C. albiceps. Estes resultados encontram-
se nas figuras 1 e 2 — anexo B.
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Nos casos, onde foram observadas incongruéncias entre as sequéncias de col e a
identificacdo taxondmica, a anélise dos genes nucleares foi utilizada na tentativa de elucidar
estas questdes (figuras 2, 3 e 4). As espécies C. megacephala, C. idioidea, H. semidiaphana e
H. segmentaria apresentaram a mesma organizacdo para 0s genes nucleares daquela
observada para col. Nao foi possivel obter sequéncias de boa qualidade do fator de elongacéo
para C. macellaria, entretanto, as sequéncias do gene white formaram um grupamento Unico,
assim como em col.

Conforme observado nas figuras 3 e 4, as sequéncias dos genes nucleares de L. eximia
formaram um clado Unico contendo os dois grupos observados em col. Entretanto, a formacéo
do agrupamento unico contendo amostras das espécies C. putoria - parte, C. rufifacies e
C. albiceps, bem como os dois clados separados contendo amostras de C. putoria foi
novamente observado. Assim, apesar da formacdo de um Udnico haplétipo contendo
representantes das trés espécies, neste estudo, a nomenclatura taxondmica especifica sera
utilizada, para que o texto fique mais claro.

Além destas andlises, também foram realizadas as analises por espécie de col, que
encontram-se expostas a seguir, permitindo melhor visualizacdo dos resultados.

Devido ao fato de nenhuma espécie ter apresentado diferenca significativa com
relacdo ao método de construcdo das arvores de distancia, apenas as arvores de neighbor-
joining sdo mostradas no texto. As arvores construidas pelo método da méaxima
verossimilhanca encontram-se em anexo (figuras 3 a 17 - anexo B).

As matrizes de distancias genéticas entre os espécimes ou hapldtipos unicos utilizando
a regido barcode também estdo em anexo (tabelas 3 a 10 — anexo B).
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Figura 2: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining
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(col) como marcador (continua).
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entre as amostras de dipteros muscoides, utilizando o fator de elongagdo 1 alfa
(EF-a1) como marcador.




83

h 9

99RJ C.albiceps
30MS C.putoria 78
94RJ C.albiceps
92RJ C.albiceps
91RJ C.albiceps
292AP C.albiceps
18MS C.albiceps
187AP C.albiceps
17MS C.albiceps
144GO0 C.albiceps
143GO C.albiceps
140GO C.albiceps
6MS C.albiceps
357MS C.rufifacies
28MS C.rufifacies
24MS C.nufifacies
228AP C.albiceps
15MS C.albiceps
ot 98RJ C.albiceps
27MS C.rufifacies
10MS C.albiceps
25MS C.rufifacies
29MS C.rufifacies
135GO0 C.albiceps
136GO C.albiceps
41| 137GO C.albiceps
139GO C.albiceps
5MS C.albiceps
93RJ C.albiceps

42

=4

63

. 101RJ C.putoria g

g5, 76RJ C.megacephala
50 77RJ C.megacephala
ggl- 111GO C.megacephala
114GO C.megacephala
85 bl 125GO C.megacephala
550 Chrysomya megacephala JQ655210
Chrysomya bezziana FJ3733441
49r 46MS L eximia <
48l 197AP L eximia }mma
%L 162G0 L eximia Jcerrado
165GO L.eximia “JAmazénia
264AP L.eximia “JAmazénia
83RJ L.eximia 7]Cerrado
54y 171GO C.idioidea
g9t 49MS C.idicidea
8| 50MS C.idioidea
73 173GO C.idioidea
1001 105RJ H.semidiaphana
) 106RJ H.semidiaphana
3 85RJ H.segmentaria
88RJ C.putoria
93L 89RJ C.putoria j|
42MS C.macellaria
43MS C.macellaria

89

63

41MS C.macellaria

37MS C.macellaria

166GO C.macellaria
20 44MS C.macellaria
33L 282AP C.macellaria

209AP C.putoria

208AP C.putoria  [A

31MS C._putoria

23

Chrysomya albiceps
+
Chrysomya putoria
+

Chrysomya rufifacies

Chrvsomva meoaacenhala

Lucilia eximia

Chloroprocta idioidea

Hemilucilia semidianhana

Hemilucilia seamentaria

Chrysomya putoria

Cochliomyia macellaria

Chrysomya putoria

ica AY055821
X76202

D phil lanog

01

Figura 4: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining
entre as amostras de dipteros muscoides, utilizando o gene white (wec) como
marcador.



3.1 — Hemilucilia semidiaphana e Hemilucilia segmentaria

Na tabela 2 é possivel observar que foram coletados apenas seis individuos de cada espécie e
foram observados dois hapl6tipos com um sitio variavel em H. segmentaria (figuras 5 e 6) e trés
haplétipos e dois sitios varidveis entre as amostras de H. semidiaphana (figuras 7 e 8).

110RJ
25%

35RJ, 86RJ, 87R)
75%

Figura 5: Gréfico com a distribui¢do das amostras por hapl6tipos
de Hemilucilia segmentaria, utilizando a regido barcode como marcador.
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Figura 6: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Hemilucilia segmentaria, utilizando a regido barcode como marcador.
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Figura 7: Gréfico com a distribuicdo das amostras por hapl6tipos de
Hemilucilia semidiaphana, utilizando a regido barcode como marcador.
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Figura 8: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Hemilucilia semidiaphana, utilizando a regido barcode como marcador.

A distancia genética intraespecifica média foi de 0,1% (variando de 0-0,2%) para ambas as
espécies, enquanto a distancia entre as duas espécies deste género foi de 8,3% (tabelas 3 e 4), ou seja,
para estas espécies, a varia¢do intraespecifica foi menor do que a variag&o interespecifica.

As matrizes de distancia genética entre os espécimes de H. segmentaria e H. semidiaphana
estdo em anexo (tabela 4 e 5 — anexo B, respectivamente), assim como as arvores construidas pelo
método de maxima verossimilhanca.
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No entanto, é importante evidenciar que os individuos sequenciados foram coletados em um
Unico ponto, no Parque Estadual da Pedra Branca, préximo ao bairro de Jacarepagud, Rio de Janeiro,
RJ.

Essas espécies de muscoides sdo nativas da regido Neotropical e assinantrépicas, muito
abundantes em ambientes naturais de florestas. Em estudos de sinantropia realizados no Rio de
Janeiro, D'ALMEIDA & LOPES (1983) indicam claramente a preferéncia dessas espécies por areas de
floresta. Essa preferéncia também foi observada por outros autores (PARALUPPI & CASTELLON, 1994).

Segundo o Instituto Estadual do Ambiente (INEA-RJ, 2014), o Parque Estadual da Pedra
Branca apresenta uma area aproximada de 12.300 hectares (123km?) de vegetacdo tipica da Mata
Atléantica, o que permite o facil deslocamento dessas espécies em ambiente restritamente florestal,
garantindo o cruzamento e a variagdo haplotipica encontrada.

SANDOVAL (2011) analisou 300pb da regido barcode e o gene ITS2 de representantes da
familia Calliphoridae e Muscidae, onde ndo observou variacdo intraespecifica para o segmento da
regido barcode e alta variagdo intraespecifica para a regido do gene ITS2.

As arvores construidas baseadas na regido barcode foram congruentes com a morfologia para
as espécies H. semidiaphana e H. segmentaria. Entretanto, foi obervado maior variacéo intraespecifica
nos genes nucleares do que em col, diferente do esperado, uma vez que 0s genes nucleares costumam
apresentar taxa de evolugdo mais lenta (tabela 3). Os dados sobre genes nucleares destas espécies
disponiveis na literatura sdo muito incipientes, no entanto, SANDOVAL (2011) observou resultados
semelhantes ao analisar o gene nuclear ITS2.

Tabela 3: Distancia média intraespecifica de dipteros muscoides, em porcentagem, utilizando a regido
barcode (col), o fator de elongacdo 1 alfa (EF-a/) e 0 gene white (wec) como marcadores. * uma ou
nenhuma sequéncia obtida;

Espécies Regido barcode EF-al white
Hemilucilia segmentaria 0,1 0,3 *

Hemilucilia semidiaphana 0,1 0,4 1,7
Chloroprocta idioidea 0,2 0 3,1
Cochliomyia macellaria 1,0 * 4,2
Lucilia eximia 2,2 0 3,6
Chrysomya putoria 3,7 2,4 10,4
Chrysomya megacephala 0 0 2,1
Chrysomya albiceps 0,4 0,5 0,4
Chrysomya rufifacies 0 0,4 0,4
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Tabela 4: Matriz de distancia genética média entre as espécies de dipteros muscoides utilizando o gene citocromo oxidase | (col) como marcador.

Legenda: Hsegmentaria — Hemilucilia segmentaria; Hsemidiaphana — Hemilucilia semidiaphana; Cidioidea — Chloroprocta idioidea; Cmacellaria —
Cochliomyia macellaria; Leximia — Lucilia eximia; Cputoria — Chrysomya putoria; Cmegacephala — Chrysomya megacephala; Calbiceps — Chrysomya
albiceps.

Hsegmentaria Hsemidiaphana Cidioidea Cmacellaria Leximia Cputoria Cmegacephala Calbiceps

Hsemidiaphana 8,3

Cmacellaria 8,8 5,8 7,0

Cputoria 10,6 7,3 8,2 7,5 10,5

Calbiceps 11,3 9,6 9,6 9,3 12,1 4,8 5,3
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3.2 — Chloroprocta idioidea

A espécie C. idioidea também é restrita a regido Neotropical e apresenta preferéncia de habitat
florestal semelhante ao género Hemilucilia (D’ ALMEIDA & LOPES, 1983). E um diptero que apresenta
baixa frequéncia em areas de resquicios florestais e que sofrem acdo antropica, mas é abundante em
areas preservadas (EsPosITO et al., 2010; BATISTA-DA-SILVA et al., 2011). Como possuem habito
colonizar carcagas de animais e possivelmente de humanos, apresentam importancia destacada na
entomologia forense como indicadoras de deslocamento de carcacas e cadaveres.

As amostras obtidas sdo provenientes do Parque Nacional da Chapada dos VVeadeiros, Goias e
da Fazenda Onoda, Mato Grosso do Sul e apenas seis espécimes foram coletados e quatro sequéncias
obtidas. Foram observados trés hapldtipos com dois sitios variaveis entre eles (tabela 2, figura 9).

A distdncia média entre estes haplotipos foi de 0,2% (0 — 0,3%) e a distancia interespecifica
em comparagdo as outras espécies deste estudo foi suficiente para garantir a separagdo das mesmas
(7,2 - 10,7%) (tabelas 3 e 4).

50MS, 172G0
25% 49MS, 173GO

50%

Figura 9: Grafico com a distribuicdo das amostras por haplétipos de
Chloroprocta idioidea, utilizando a regido barcode como marcador.
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As arvores da regido barcode indicam que esta espécie pode ser monofilética (figura 10),
sendo reiterado pelas analises dos genes nucleares, com suporte de bootstrap variando de 97 - 99%
(figuras 9 e 10). Entretanto, apesar disto, ela espécie pode ser encontrada em toda a regido Neotropical
e 0 pequeno numero de amostras pode nao representar a diversidade genética total da espécie.
Contudo, os resultados apresentados contribuem para o conhecimento da diversidade da regido central
do Brasil, uma vez que existe apenas um deposito de sequéncia desta espécie no GenBank.

521 49MS C.idioidea
52|l 173GO C.idioidea
100 171GO C.idioidea
50MS C.idioidea
46| 172GOC.idioidea
26— C.idioidea JQ246658

116GO C.megacephala

Drosophila melanogaster HQ979116

0.01

Figura 10: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Chloroprocta idioidea, utilizando a regido barcode como marcador.

3.3 — Cochliomyia macellaria

Cochliomyia macellaria também é uma espécie da regido Neotropical que antes da introdugdo
das espécies do género Chrysomya era coletada com frequéncia tanto em ambientes urbanos quanto
rurais e florestais (FERREIRA, 1983). Atualmente, a presenca desta espécie é cada vez mais rara nas
coletas em experimentos de entomologia forense em ambientes urbanos (BARBOSA, 2008).

Na andlise da regido barcode foram observados 20 haplétipos diferentes em 40 individuos
sequenciados e baixo suporte dos ramos (menos de 70%) (figuras 11 e 12). A variagdo intraespecifica
média em C. macellaria foi de 0,8% (0,2 - 2,0%), onde dois individuos do Amapa (282AP e 306AP) e
uma amostra de Goids (281GO) apresentaram maior distdncia genética do restante das amostras
(tabela 3).
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A variacdo interespecifica foi maior do que a intraespecifica e ficou entre 5,7 - 7,8% quando
comparado a outra espécie desde género existente no Brasil (C. hominivorax) e a Chrysomya
megacephala, espécie introduzida com a qual compartilha nicho ecoldgico. Neste caso, podemos
afirmar que a regido barcode apresenta diferencas suficientes para permitir a identificacdo de espécies
do género Cochliomyia (tabela 4).

365, 37MS, 38MS,

331AP 167G 0 283AP 323AP 320AP, 3224P, 3284P,
W 338AP . 3% 3% 330AP, 45MS, 325AP,
% 326AP, 335AP, 336AP,
44115, 305AP, 3324P,
3AP, 3344P, 337AP

324AP 3794P

% _\3%

319AP
%

307AP

3% k!

306AP

3% 2824P

3%

169G 0, 327AP, 308AP

8%

4205, 2844P
3% 59 3%

Figura 11: Grafico com a distribuicdo das amostras por haplétipos de
Cochliomyia macellaria, utilizando a regido barcode como marcador.
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Figura 12: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Cochliomyia macellaria, utilizando a regido barcode como marcador.
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BATISTELLI (2007) estudou uma parte do gene col com 310pb e também verificou a presenca
de 4 hapl6tipos em cinco individuos coletados na cidade de Botucatu, SP, com baixo suporte nos
ramos. Acredita-se que esta variacdo haplotipica alta seja comum na espécie.

Apesar da grande variabilidade de haplotipos detectada, ndo foi possivel atribuir essa variacdo
aos pontos de coleta. FRESIA et al. (2011) também ndo observaram a formacdo de grupos de
populagdes em C. hominivorax na regido Neotropical utilizando como marcadores col, coll e regido
controle. Provavelmente, devido a ampla distribuicdo desta espécie por toda a regido Neotropical e ao
alcance do voo maior, os adultos mantiveram o intercruzamento entre as diversas regides geograficas.

N&o foi possivel a obtencdo de sequéncias do gene nuclear EF-a/ de qualidade para essa
espécie. Entretanto, o gene white mostra a formagdo de um grupo composto exclusivamente por
C. macellaria (figura 4), com suporte alto nos ramos (98%) e multiplos haplétipos, assim como nas
sequéncias de col. Infelizmente, assim como para outras espécies de muscoides, ndo é possivel a
comparagdo deste trabalho com outros resultados, uma vez que ndo existem depositos de sequéncias
dos genes nucleares nos bancos de dados.

3.4— Lucilia eximia

Esta espécie é considerada nativa da regido Neotropical e, apesar de possuir habitos muito
semelhantes as moscas-varejeiras, parece nao ter sofrido impactos com invasdo das moscas do género
Chrysomya. Segundo diversos autores, juntamente com C. albiceps, é uma das mais abundantes dentro
da familia Calliphoridae (MOURA et al., 1997; CARVALHO et al., 2000; CARVALHO & LINHARES,
2001; CARVALHO et al., 2004). Estes insetos sdo encontrados em ambientes urbanos e rurais,
frequentando matéria orgénica de origem vegetal e animal, sendo uma das espécies pioneiras a
colonizar carcacas (MADEIRA et al., 1989; MOURA et al., 1997).

As amostras obtidas foram oriundas do Amapa, Goias, Rio de Janeiro e Mato Grosso do Sul.
Na regido barcode, foram observados 14 haplétipos em 24 sequéncias analisadas, sendo 47% das
amostras compostas por haplétipos unicos e o restante (53%) compartilnando apenas dois hapl6tipos
(tabela 2, figura 13).

As arvores fornecidas pelos dois métodos sdo muito semelhantes e mostram a formagéo de
dois clados distintos, sustentados por bootstrap alto (99%), com diferenca genética de 4,6% entre eles
(figura 14).
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Figura 13: Grafico com a distribuicdo das amostras por hapl6tipos
de Lucilia eximia, utilizando a regido barcode como marcador.
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amostras de Lucilia eximia, utilizando a regido barcode como marcador.

Figura 14: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
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Um grupo é formado quase totalmente por espécies do Amapa e um Unico espécime de Goiés
e Mato Grosso do Sul, e apresenta distancia genética média de 0,4% (0 — 1,5%) dentro deste grupo. O
segundo grupo é formado por amostras do Rio de Janeiro e Goids, com distancia genética média de
0,7% (0 - 1,4%) (figura 14, tabelas 3 e 4). Esta alta diferenciacdo genética entre os grupos da Regiéo
Amazodnica e do Cerrado indicam uma possivel estruturacdo populacional ou a existéncia de dois taxa
distintos.

KOSMANN (2009) avaliou a metodologia do barcode para espécies do género Lucilia e
também observou uma grande distancia genética entre amostras de L. eximia coletadas em Minas
Gerais e em outras localidades (Rio de Janeiro e Parand), com média de 3,7% (0,2 - 10,9%),
corroborando os resultados encontrados neste trabalho. SANDOVAL (2011) também observou alta
variacdo intraespecifica em L. eximia, tanto com col quanto na regido do ITS2. Ao realizar a anélise
conjunta destes dados, esse autor também relatou a formagdo de dois grupos. Esses autores sugerem a
possibilidade de que o agrupamento denominado L.eximia seja compreendido por mais de uma
unidade taxonémica ou a possivel presenca de hibridos.

Foi realizada uma anélise de neighbor-joining utilizando as amostras de L. eximia depositadas
por estes autores no Genbank junto com as amostras sequenciadas neste estudo (tabela 1). A formacéo
de dois grupos foi confirmada, com diferenca entre eles de 4,4%, agrupando no clado contendo
individuos predominantemente da regido Amazonica, as amostras provenientes de Minas Gerais. No
clado formado pelas espécies do Cerrado, agruparam-se as amostras do Rio de Janeiro e do Parana
(figura 11 — anexo B). Estes resultados reforcam a diferenciacdo genética dentro desta unidade
taxonomica.

Ao estudar dipteros deste mesmo género, STEVENS et al. (2002), utilizando como marcador as
sequéncias de col e coll, observaram também a presenca de duas populacdes diferentes de L. cuprina
(tipica e havaiana), com variacdo de 53-59 nucleotideos entre elas. Ao analisar a regido 28S rRNA
destas mesmas populagdes, estes autores verificaram que a espécie L. cuprina havaiana apresenta
DNA mitocondrial semelhante ao encontrado em L. sericata e 28S rRNA semelhante ao encontrado
em L. cuprina tipica, exemplificando um caso de hibridos naturais.

Os dois grupos com variacdo intraespecifica alta observada na arvore da regido barcode ndo
foram identificados nas andlises com 0s genes nucleares. Em ambos, as amostras se agruparam,
formando um Gnico clado, indicando que as amostras analisadas compartilham o genoma nuclear e
podem corresponder a uma Unica espécie (figuras 3 e 4). WELLS et al. (2007) relataram que em L.
cuprina também foi observado a formagdo de grupos polifiléticos ao sequenciar col, entretanto este
agrupamento ndo foi confirmado por genes nucleares (STEVENS & WALL, 1995, 1996; STEVENS et al.,
2002), reiterando a possivel ocorréncia de introgressao.

O género Lucilia sempre apresentou questionamentos taxonémicos importantes. STEVENS &
WALL (1996) fizeram uma peguena revisdo sobre o tema e usaram a andlise cladistica para esclarecer
as relacGes dentro do género. Estes autores relatam que alguns grupos de espécie sdo considerados
subgéneros ou géneros da tribo Luciliini (MALLOCH, 1926; TOWNSEND, 1935), entretanto estas
questdes sdo discutidas até hoje. Segundo STEVENS & WALL (1996), foi proposto a elevacdo do sub-
género Phaenicia a género, baseado na presenca de trés cerdas pos-acrosticais (MALLOCH, 1926). Essa
proposta foi aceita até que as andlises cladisticas de STEVENS & WALL (1996), que confirmam a
polifilia deste género, agrupando nele espécies que ndo apresentam as trés cerdas.

Muitas espécies de importancia médica-veterinaria e forense encontram-se no género Lucilia,
sendo L. eximia a mosca pioneira a colonizar as carcacas de humanos e animais, desempenhando papel
essencial na determinacdo do intervalo pds-morte (BARBOSA, 2008). Ha relatos também de miiases
causadas por esta espécie em animais domésticos como em gatos (MADEIRA et al., 1989) e cdes
(AZEREDO-ESPIN & MADEIRA, 1996).

A correta identificacdo das espécies pertencentes a este grupo é primordial para a entomologia
forense e médica-veterinaria. No entanto, a Ultima revisdo morfologica deste grupo na Regido
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Neotropical foi realizada por MELLO (1961), entretanto este autor apenas re-descreveu algumas
espécies, sem levantar questionamentos filogenéticos. No caso de Lucilia, 0s resultados expostos,
corroborados pelos relatos da literatura (STEVENS & WALL, 1996; KOSMANN, 2009; SANDOVAL, 2011)
indicam que a variacdo na regido barcode dentro deste género é alta (maior que 3%), sendo assim, a
identificacdo através da regido barcode pode ser realizada com esta ressalva.

3.5 — Género Chrysomya

As espécies que compdem este género originalmente eram encontradas na Asia Oriental e
Austrélia (PRADO & GUIMARAES, 1982; BAUMGARTNER, 1993). Segundo GUIMARAES et al. (1979), a
introducdo na regido Neotropical se deu através de refugiados africanos oriundos de Angola e
Mocambique, porcéo sul da Africa. Atualmente, estas espécies encontram-se amplamente distribuidas
e adaptadas ao ambiente criado pelo homem (GUIMARAES et al., 1979).

Os reflexos da recente introducdo destas moscas podem ser observados em C. megacephala,
na qual apenas um hapl6tipo de col foi observado (tabela 2 e 3, figura 15). Esses dados corroboram as
observacdes realizadas por NELSON et al. (2007) com amostras da Australia, mesmo com amostras de
distancias geograficas grandes, estes autores observaram apenas um hapl6tipo, como € o caso deste
estudo.

TAN et al. (2009) analisaram 2303pb correspondentes a trés genes mitocondriais (col, tRNA-
leu e coll) e observaram 8 haplétipos Unicos em 12 individuos amostrados em Singapura e Malasia,
locais proximos ao provavel ponto de origem da espécie (LAURENCE, 1981, 1986). Apesar do grande
numero de haplétipos, estes autores relatam que a variacdo dentro da regido barcode foi de 0,33% e
que a maior variabilidade tenha sido encontrada na porcéo restante do fragmento analisado. HARVEY
et al. (2003) também observaram distancia intraespecifica de 0,3% entre sequéncias coletadas na
Africa do Sul, Zambia e Australia, indicando que em locais onde esta espécie é encontrada ha muitos
anos, a variagao intraespecifica € um pouco maior do que em locais de introdugdo recente.

Como ja exposto anteriormente, esta espécie de muscoide é oriunda da regido da Asia e
Australia (PRADO & GUIMARAES, 1982; BAUMGARTNER, 1993). PRINS (1979) coletou esta espécie em
praias da Africa do Sul e sugeriu que a introducdo desta mosca no sul africano também possa ter
ocorrido através de embarcacOes vindas do Extremo Oriente, a caminho da Europa. Atualmente, esta
espécie encontra-se amplamente distribuida e adaptada ao ambiente criado pelo homem (GUIMARAES
et al., 1979), sendo uma das principais espécies transmissoras de patdgenos e com destacada
importancia para a entomologia forense.

Com o objetivo de comparar a variagdo intraespecifica na regido barcode, foram acrescentadas
sete sequéncias de origens geograficas diferentes (tabela 1). Houve a observacdo de dois hapl6tipos,
com distancia de 0,3% entre eles, correspondendo a duas transi¢cdes nas posicdes 268 e 353, reiterando
a homogeneidade haplotipica desta espécie (figura 13 — anexo B). Acredita-se que, as condicfes da
viagem e a chegada ao novo continente limitaram a quantidade de insetos introduzidos e haplétipos
fixados.

As arvores dos genes nucleares demonstram a formagdo de um Unico agrupamento pelos dois
métodos utilizados. O suporte dos ramos foi de 89% para analise de neighbor-joining e 56% pelo
método de méaxima verossimilhanga para gene white, enquanto o suporte para 0s ramos da arvore de
EF-al foi de 65% em neighbor-joining e 94% pela mé&xima verossimilhanca (figuras 3 e 4). A
variacdo intraespecifica entre as sequéncias do gene white foi de 2,1%, no entanto, corrobora os
estudos de WARDHANA et al. (2012) que relatam altos valores de distancia genética nesta espécie
(2,3%) e em Chrysomya bezziana Villeneuve, 1914 (1,5 - 2,6%). Entre as sequéncias de EF-a/ estes
autores obervaram variagdo menor tanto em C. megacephala (0,28 — 0,55%) quanto em C. bezziana
(0,28 — 1,60%).
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Figura 14: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Chrysomya megacephala, utilizando a regido barcode como marcador.

Como ja foi dito anteriormente, foi observado um Unico haplétipo contendo sequéncias das
outras espécies do género Chrysomya, tanto através do gene mitocondrial quanto dos genes nucleares
(figuras 2 texto; 17 e 18 — anexo B).

Na regido barcode, foram observados 13 hapl6tipos com apenas 45 sitios polimorficos. Nos
dois métodos de reconstrucdo, houve a formagdo de um agrupamento contendo 84% das amostras das
espécies C. albiceps, C. rufifacies e parte das amostras de C. putoria (figura 17 e 18 — anexo B). E
importante ressaltar que faz parte deste agrupamento apenas a sequéncia referéncia de C. albiceps
(MARINHO et al., 2012 - JQ246659). A sequéncia referéncia de C. rufifacies (NELSON et al., 2007 —
DQ647359) forma um clado separado e isolado com suporte de bootstrap alto (93% - 98%). A
sequéncia referéncia de C. putoria (HARVEY et al., 2003 — AB112860) se agrupa com uma parte das
amostras desta espécie, fora deste hapl6tipo comum, com suporte de 99%.
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Nas arvores com o0s genes nucleares também foi observada a mesma topologia. Nas sequéncias
de EF-al, foi observado de um agrupamento das espécies C. rufifacies, C. albiceps e C. putoria —
parte, com suporte de 98%. No gene white 0 mesmo agrupamento foi observado (figuras 2, 3 e 4).

Uma arvore utilizando os dados (marcadores) concatenados também mostra a mesma
disposicdo destas amostras, com suporte de 100% no ramo (figura 5 — anexo B).

As analises individuais permitem melhor visualizacdo destas informacBGes. Na espécie
C. albiceps também foi observado baixa divergéncia genética da regido barcode entre os espécimes,
assim como em C. megacephala. Foram observados 6 haplétipos com apenas 7 nucleotideos variaveis
entre eles e 91,5% das amostras compartilham o hapl6tipo mais frequente (tabela 2; figuras 16 e 17).
A distancia genética média entre as amostras foi menor que 1% (média de 0,4%) (tabela 3). Nesta
espécie, a distancia intraespecifica foi menor do que a interespecifica (5,5 — 6,8%).
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Figura 16: Grafico com a distribui¢do das amostras por haplétipos de

Chrysomya albiceps, utilizando a regido barcode como marcador.

A baixa variagdo intraespecifica para esta espécie também foi observada por WELLS &
SPERLING (1999) para insetos desta espécie coletados no Brasil, Africa do Sul e Egito, ao analisar a
regido que codifica para citocromo oxidase I, 1l e tRNA-leu. Estes autores relataram uma variagéo
intraespecifica de 0,04 - 0,8%, com apenas nove nucleotideos distintos entre as amostras.

DESMYTER & GOSSELIN (2009) também relataram baixa variacdo ao sequenciar 304pb da
regido barcode (0 - 1,3%) e ressaltaram a presenca de 15 nucleotideos diferentes ao comparar com
Phormia regina (Meigen, 1826) e Protophormia terranovae (Robineau-Desvoidy, 1830), duas
espécies da mesma subfamilia que apresentam grande importancia na entomologia forense europeia.
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Apesar das amostras de C. albiceps serem oriundas dos quatro pontos de coleta e da pequena
variacao existente entre elas, ndo foram observados agrupamentos populacionais, assim como relatado
por DESMYTER & GOSSELIN (2009) para amostras provenientes da Europa (Bélgica e Franca),
América do Sul (Brasil), Sul da Africa (Africa do Sul e Zimbabue) e Norte da Africa (Egito).

50 [— 288AP C.albiceps

0 301AP C albiceps
3024P C albiceps
71311AP C albiceps

313AP C albiceps
297AP C albiceps
294AP C albiceps
286AP C albiceps
230AP C albiceps
191AP C.albiceps
155G C.albiceps
151GO C.albiceps
19MS C.albiceps
Chrysomya albiceps AF0836571
249AP C.albiceps
223AP C.albiceps
17MS C albiceps
11MS C albiceps
192AP C albiceps
188AP C altaceps
183AP C albiceps
137GO C albiceps
9IMS C.albiceps
102RJ C.albiceps
98RJ C albiceps
154GO C.albiceps
145G0 C.albiceps
142G0 C.albiceps
90RJ C albiceps
4MS C albiceps
91RJ C albiceps
143GO C.albiceps
14660 C.albiceps
93RJ C albiceps
99RJ C albiceps
6MS C.albiceps
13560 C.albiceps
138GO C.albiceps
184AP C albiceps
189AP C albiceps
139GO C.albiceps
14MS C albiceps
] 18MS C albiceps
228AP C albiceps
292AP C.albiceps
1MS C.albiceps
92RJ C albiceps
152GO0 C.albiceps
181AP C albiceps
193AP C.albiceps
277AP C albiceps
291AP C albiceps
295AP C albicaps
|— 351AP C.albiceps
298AP C.albiceps
SMS C albiceps
140GO C.albiceps
144GO C.albiceps
147GO C albiceps
94RJ C albiceps
100RJ C albiceps
8MS C albiceps
13660 C.albiceps
182AP C.albiceps
186AP C albiceps
190AP C albiceps
10MS C.albiceps
15MS C.albiceps
220AP C albiceps
229AP C albiceps
Chrysomya albiceps JQ246659
2MS Calbiceps
150G C.albiceps
9| [153G0 C albiceps
187AP C albiceps
222AP C.albiceps
290AP C.albiceps
293AP C albiceps
296AP C albiceps
299AP C albiceps
339AP C.albiceps
340AP C albiceps
345AP C albiceps
149GO C.albiceps
148GO C.aibiceps
11660 C
Drosophila HQ979116

k3

——
00

Figura 17: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Chrysomya albiceps, utilizando a regido barcode como marcador.
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A baixa variacdo intraespecifica € comum nesta espécie, mesmo com a andlise de segmentos
génicos maiores. HARVEY et al. (2003) estudou amostras da Africa do Sul e Zimbabue e relatou
apenas 0,3% de variacdo intraespecifica no fragmento de col com 1270pb, reforcando a origem
comum desta espécie.

Na analise dos genes nucleares foi observada a mesma topologia com alto suporte dos ramos,
para os dois genes e 0s dois métodos de reconstrucdo. Houve a formacdo de um clado Unico contendo
todas as sequéncias desta espécie, assim como de C. rufifacies e parte das amostras de C. putoria
(figuras 3 e 4).

Em C. rufifacies, apenas um haplétipo da regido barcode foi observado nas amostras testadas
(tabela 2 e 3, figura 18). No entanto, ao utilizar sequéncias depositadas no Genbank como
comparacéo, estas se agruparam formando um ramo separado, mas com distancia genética do grupo de
amostras brasileiras de apenas 2,6% e suporte dos ramos alto (98% - 99%) nos dois métodos de
construgdo de arvore. Ao comparar com C. megacephala utilizada como grupo externo, a distancia
interespecifica variou de 5,6 - 7,1% (tabela 4).

Relatos da literatura com andlise do gene col demonstram variabilidade intraespecifica baixa
para esta espécie. NELSON et al. (2007) relataram baixa divergéncia genética entre as amostras de
C. rufifacies da Australia, com distancia média de 0,091%. WELLS & SPERLING (1999) observaram 19
nucleotideos diferentes em amostras desta espécie coletadas nos Estados Unidos, Australia, Polinésia
Francesa e Indonésia ao analisar a regido que codifica para citocromo oxidase I, Il e tRNA-leu.

TAN et al. (2009), analisando a regido do barcode desta espécie, relataram 0,26% de variacdo
intraespecifica e 6,12% de diferenca interespecifica ao comparar com C. megacephala, valores
semelhantes ao encontrado em amostras brasileiras das duas espécies (5,6% - 7%).

Chrysomya rufifacies é nativa da Australasia e Pacifico e o primeiro relato desta espécie no
Brasil ocorreu estado do Maranh&o, em coletas realizadas em 2010 e 2011 (SILVA et al., 2012). Estes
autores fizeram apenas a caracterizacdo morfologica dos espécimes encontrados e estes espécimes
compartilhavam caracteristicas com as amostras coletas em Mato Grosso do Sul, utilizadas neste
estudo.

Como ja relatado acima, na analise dos genes nucleares, esta espécie formou um clado Unico
com C. putoria e C. albiceps.

24M8 C.rufifacies
258MS Crufifacies
27MS C.rufifacies
28MS C rufifacies
29MS C.rufifacies
356AP C.rufifacies
357AP C.rufifacies
3588AP C.rufifacies
359AP C rufifacies

Chrysomya rufifacies AY 092760
a5 Chrysomya rufifacies DQ647359
931 Chrysomya rufifacies JQ246664

116G0 C.megacephala

93

Drosophila melanogaster HQ979116

0.m

Figura 18: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Chrysomya rufifacies, utilizando a regido barcode como marcador.
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A variacdo intraespecifica em col para o género Chrysomya € baixo, assim como ja observado
por diversos autores, em varias partes do mundo (HARVEY et al., 2003; NELSON et al., 2007; TAN et
al., 2009). No entanto, as sequéncias de C. putoria aqui estudadas apresentaram variagdo
intraespecifica muito alta para este marcador (média de 3,7%). Os dois métodos de construcéo de
arvore mostraram seis hapl6tipos organizados em trés grupos, assegurados pelo suporte alto (99% por
neighbor-joining e 95 - 99% por maxima verossimilhanca) (tabelas 2 e 3, figura 19).

88RJ, 89RJ
9%

26MS, 30MS, 101RJ,
103RJ, 225AP, 355AP,
21MS, 22MS, 23MS,
6ORJ,70RJ, 224AP
52%

207AP, 209AP
9%

34MS, 208AP
9%

32MS, 35MS, 206AP,
31MS
17%

Figura 19: Grafico com a distribuicdo das amostras por hapl6tipos de
Chrysomya putoria, utilizando a regido barcode como marcador.

O primeiro grupo apresentou quatro haplétipos com amostras do Mato Grosso do Sul e
Amapa, com variacdo média de 0,2 (figura 20 — grupo A). Dois grupos apresentaram apenas um
hapl6tipo, um deles formado por amostras do Amapa, Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro (figura 20
— grupo B) e o outro grupo formado por duas amostras do Rio de Janeiro (figura 20 — grupo C).

Além disso, a distancia genética entre os grupos foi grande, bem maior do que o valor limite
proposto por HEBERT et al. (2003a). A distancia genética maior foi observada entre os grupos B e C
(8,8%) e a menor foi entre 0 grupo A e B (5,7%). As amostras que compdem cada grupo apresentam
origens geograficas diferentes, sendo assim, ndo é possivel tragar uma hipoGtese de diferengas
populacionais.

A variacdo desta espécie quando comparada com C. megacephala foi de 3,9 - 6,8%, ou seja,
neste caso, a distancia intraespecifica foi maior do que a variagéo interespecifica. Esta observacéo
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reitera a proposta de MEYER & PAULAY (2005), que afirma que quando ha a sobreposi¢do da variacao
intraespecifica e interespecifica, 0 marcador em questdo ndo deve ser utilizado para diferenciar esta
espécie. Estes autores relatam ainda que, neste caso, a espécie pode ser polifilética e que outros
marcadores precisam ser testados.

HARVEY et al. (2003), analisando o gene col inteiro, relatou variabilidade intraespecifica baixa
para C. putoria da Africa (0,6%), no entanto, estes autores analisaram apenas quatro individuos. A
amostragem pequena e apenas dois pontos de coleta podem ter influenciado nos resultados.

WELLS & SPERLING (2001) sugerem que um critério bom para a identificagdo de um espécime
¢ a variacdo intraespecifica. Ainda segundo esses autores, um individuo a ser identificado, ao ser
comparado com uma referéncia, precisa diferir desta menos que 0 maximo da variacdo intraespecifica
para ser considerado pertencente a mesma espécie. Esses autores reiteram, inclusive em outros
trabalhos, que a divergéncia intraespecifica do col em califorideos € menor ou igual a 1% e entre as
espécies é maior ou igual a 3% (WELLS & SPERLING, 1999).

A andlise dos genes nucleares também demonstrou a mesma configuracdo do gene
mitocondrial. Tanto na &rvore do fator de elongagdo quanto do gene white, houve a formagéo de trés
grupos desta espécie. Nos dois métodos de reconstrugdo das sequéncias do fator de elongacéo, os
conjuntos de sequéncias denominados grupos A e C formaram um clado separado, com suporte de
ramos muito variavel (34 — 96%). O grupo B forma um agrupamento Gnico com as espécies C.
albiceps e C. rufifacies sequenciadas neste estudo, bem como com as sequéncias referéncia do
GenBank (FR719226 e FR719222). O mesmo foi observado para o gene white, com suporte dos ramos
altos (acima de 75%), entretanto ndo existem sequéncias destas espécies no GenBank para
comparagdo. Neste caso, sugere-se que uma revisdo neste grupo de espécies seja realizada, utilizando
outras técnicas moleculares, bem como anélises morfolgicas mais completas.

Como visto nas figuras 3 e 4, as sequéncias do fator de elongacdo do grupo A de C. putoria
formaram um clado com bootstrap alto (96%) com a sequéncia referéncia de Chrysomya chloropyga
(Wiedemann, 1818) (FR719224).

Chrysomya putoria foi a primeira espécie do género a ser relata no Continente Americano, em
1975 no estado do Parana (IMBIRIBA et al., 1977) e dispersou-se muito rapidamente por toda a regido
Neotropical. Em apenas cinco anos ap6s o primeiro relato, ja era encontrada da regido Norte (Belém,
PA) e Sul (Porto Alegre, RS) do Brasil (PRADO & GUIMARAES, 1982). A expansdo rapida se deu
devido ao ciclo de vida curto, alcance de voo grande (2-3 km por dia) e ao fato de formar populacGes
com alta densidade (GUIMARAES et al., 1979).

No continente africano, a espécie C. chloropyga apresenta grande semelhanca morfoldgica
com C. putoria, de tal forma que foram consideradas como pertencentes a mesma espécie. PATERSON
(1968) relatou barreiras ao fluxo génico entre as duas formas, enquanto ZUMPT (1965), ao analisar a
genitalia, considerava as diferentes formas morfoldgicas de C. putoria apenas variantes da espécie
C. chloropyga. Mais recentemente, WELLS et al. (2004) analisou uma regido do gene col de insetos
coletados na Africa e indicou que estas sdo duas entidades diferentes, ressaltando a parafilia de
C. putoria. Convém ressaltar que os artigos que relatam a introducdo desta espécie no Brasil a
consideram como variante de C.chloropyga e na época, apenas analises morfologicas foram
realizadas. KOSMANN et al. (2013) relata a presenca de C. chloropyga apenas na Argentina, o que ja
havia sido observado anteriormente por MARILUIS (1981).
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Figura 20: Arvore de distancia genética construida pelo método de neighbor-joining entre as
amostras de Chrysomya putoria, utilizando a regido barcode como marcador.
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A diferenciacdo morfoldgica entre os adultos de C. rufifacies, C. albiceps e C. putoria é muito
sutil, além disso, estas espécies possuem aspectos bioldgicos e ecoldgicos muito semelhantes. Existem
ainda davidas acerca da identificacdo correta das variantes destas espécies introduzidas no Brasil, e
assim outros marcadores moleculares devem ser analisados a fim de esclarecer melhor as questdes
taxonémicas, bem como a realizacdo de analises morfoldgicas e ecoldgicas.

A técnica do barcode, conforme proposta por HEBERT et al. (2003b) precisa ser utilizada de
maneira criteriosa. Na maioria das espécies testadas, o valor de divergéncia preconizado pelo
protocolo é suficiente para diferenciar as espécies, entretanto, em alguns casos, como L. eximia e C.
putoria, esta determinacdo ainda ¢ um pouco confusa. Em L. eximia, apesar do valor alto de distancia
intraespecifica do gene col, a analise dos marcadores nucleares evidenciou a formagdo de um clado
Unico. Entretanto, ndo foi possivel sequenciar col de outras espécies deste género para verificar a
possibilidade de introgressdo, assim como ja observado em L. cuprina, no Havai. Assim, é necessario
a analise de outras espécies deste género que ocorrem no Brasil, em diferentes regifes geogréficas
para que esta questdo seja completamente elucidada.

Para C. putoria, € possivel que tenha sido detectado uma espécie criptica ou ainda a presenca
de C. chloropyga (ou uma introducdo ainda ndo detectada) entre as amostras analisadas. A observagédo
de grupos distintos € clara em todos os marcadores testados, bem como a distancia genética entre eles.

Apesar do pequeno numero de amostras em algumas espécies, acredita-se que as informagoes
obtidas sobre a variagao intraespecifica, a variagdo intragenérica e a comparagdo com outras espécies
gue possuem a necrofagia e saprofagia em comum, serdo de intensa contribuicéo tanto a pesquisadores
quanto a peritos criminais.

Esse estudo é incipiente no Brasil, pois reline amostras de dipteros muscoides oriundos de
regibes geogréaficas diferentes e, certamente, fornece um panorama acerca da diversidade genética
deste grupo no Brasil.
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4. Conclusotes

A- A anélise da regido barcode como marcador molecular permitiu diferenciar todas as
espécies nativas da regido Neotropical avaliadas: H. semidiaphana, H. segmentaria,
C. idioidea e C. macellaria;

B- Dentre as espécies do género Chrysomya introduzidas no Brasil, foi possivel
diferenciar apenas C. megacephala através da regido barcode;

C- A analise da regido barcode como marcador molecular ndo foi bem sucedida em
diferenciar a espécie nativa L. eximia, sugerindo inclusive a formacdo de dois grupos
taxonémicos, hipdtese negada pela analise dos genes nucleares;

D- Os genes nucleares e a regido barcode indicam um problema taxonémico envolvendo
as espécies introduzidas C. albiceps, C. rufifacies e C. putoria — grupo B;

E- A espécie C. putoria apresentou trés grupos distintos para os trés marcadores
analisados, sendo assim, € necessaria uma revisdo taxonémica nesta especie.
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2. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo fornece contribui¢cbes importantes acerca do conhecimento da
diversidade de espécies de dipteros muscoides de importancia médica-veterinaria e forense,
atraves da utilizacdo de duas técnicas modernas de identificacdo taxondmica.

A microscopia eletrénica de varredura permitiu a descricdo de todos os estagios de
desenvolvimentos dos imaturos de trés espécies de muscoides pertencentes a duas familias
de destaque neste grupo. Além disso, essa técnica possibilitou a escolha de caracteres
diagnosticos, ou combinacdo de alguns deles que diferenciam estas espécies de outras do
mesmo género, ou ainda de outros grupos taxondmicos, que compartilham o mesmo habitat
e possuem grande semelhanca morfologica.

O sequenciamento da regido barcode foi possivel em mais de 200 individuos
pertencentes a nove espécies nativas e invasoras, coletadas em quatro eco-regides do pais.
Esse conhecimento sera disponibilizado através do depésito das sequéncias em bancos de
dados de acesso livre, contribuindo diretamente para o conhecimento da fauna de dipteros
muscoides no Brasil. Duas outras regides do genoma mitocondrial, fator de elongacao 1 alfa
e 0 gene white também foram sequenciadas pela primeira vez, em algumas espécies.

Além disso, neste estudo foi possivel observar que a proposta do barcode, ou seja, a
utilizacdo de uma porcdo do gene citocromo oxidase | como marcador molecular foi bem
sucedida na diferenciacdo de espécies de muscoides. Acredita-se que este estudo possa
auxiliar pesquisadores e investigadores criminais a identificar as espécies de dipteros
muscoides coletadas associadas a miiases, assim como presentes em cadaveres, atraves do
fornecimento de caracteres especificos e de facil aplicacéo.

Foi possivel observar a presenca de trés grupos taxondmicos através da analise da
regido barcode e dos genes nucleares em Chrysomya putoria. Outra questao sinalizada pelas
andlises genéticas foi a presenca de um hapl6tipo Unico compartilhado pelas espécies
C. putoria, C. rufifacies e C. albiceps. Estas observacdes reforcam a necessidade de revisdo
dentro deste género.
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