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Resumo

Os dipteros representam um grupo de extrema relevancia para a crimina-
listica gragas a sua capacidade de encontrar corpos em decomposi¢io, permitindo
a estimativa do intervalo post mortem. A dificuldade de identificacao dos dipteros
¢ um problema que muitos dos profissionais tém que lidar para obter informagdes
acuradas que possam ser utilizadas como provas de crime. Para resolver esse pro-
blema, as identificagdes por marcadores moleculares se mostram como um mé-
todo eficiente. O objetivo desse trabalho é descrever a populagdo de dipteros de
interesse forense em Brasilia por meio de marcadores moleculares baseados em
DNA. Os resultados indicaram que marcadores RAPD e de DNAmt podem ser
usados para a identificacdo de Chrysomya albiceps. Sendo assim, estabeleceu-se
um método molecular para identificacio de uma espécie de interesse forense que
podera servir como auxilio na elucidagdo de crimes na regido ou na identificacao

de vestigios incompletos ou imaturos de dipteros.
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1 Introducao

A Entomologia Forense é a disciplina cientifica que interpreta as infor-
magoes fornecidas pelos insetos (WOLFF et al., 2001). Estudos de entomologia
forense envolvem todo e qualquer inseto que se relacione com cadaveres pro-
venientes de crimes. Dentre esses insetos, os mais comumente encontrados em
cenas de crime sdo os dipteros da familia Calliphoridae. Em virtude do seu com-
portamento de oviposi¢do em carcagas e visceras em decomposigio, os Callipho-
ridae sdo considerados importantes indicadores criminalisticos do tempo trans-
corrido desde a morte (VIANNA et al.,, 2004). Sendo assim, espécies da familia
Calliphoridae estdo entre as mais utilizadas em anélises forenses. Os adultos des-
sas espécies de moscas podem apresentar distribui¢do espacial e temporal extre-
mamente especificas. Além disso, Calliphoridae também responde singularmen-
te a corpos em diferentes estagios de decomposi¢do (STEVENS; WALL, 2001).

Os estagios de desenvolvimento dos ovos e larvas também sdo extrema-
mente previsiveis, sendo altamente influenciados pela temperatura e, em um
grau menor, pela umidade relativa do ar. Um conhecimento detalhado da bio-
logia de varias espécies de dipteros e sua sucessdo em um corpo em decompo-
sicdo pode prover importantes informagdes a respeito do local e do tempo de
morte (TURCHETTO etal., 2001; GRASSBERGUER; REITER, 2002a). Uma das
principais aplicagbes da entomologia forense se da na determinagdo do inter-
valo post mortem (IPM), que é definido como o intervalo de tempo transcor-
rido entre a morte do individuo e a descoberta do corpo. Para encontrar esse
intervalo, os peritos podem se valer da rigidez cadavérica, do resfriamento do
corpo, dos livores cadavéricos, das diferentes fases de decomposicéo e, por fim,
da fauna cadavérica (BENECKE, 2001). Nos métodos tradicionais, a estimativa
do IPM e sua acurdcia sdo inversamente proporcionais, isto é, quanto maior for
o IPM menor ¢ a possibilidade de acurada determinac¢do. Porém, com o auxi-
lio de conhecimentos entomoldgicos é possivel obter estimativas de IPM com
razoavel precisdo, mesmo meses apds a morte. Varios métodos entomoldgicos
sdo utilizados para determinar o IPM de corpos, entre eles, os principais sdo: a
determinagdo do estagio de desenvolvimento das fases imaturas de insetos e a
sucessdo de diferentes espécies e grupos de insetos na coloniza¢do do cadaver.

Vale salientar que os estdgios de desenvolvimento de dipteros sio influenciados
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pelas condigoes do local, como temperatura e umidade (GRASSBERGER; REI-
TER, 2001). A sucessdo cadavérica consiste na andlise da fauna necréfaga de um
corpo de acordo com seus os estagios de decomposi¢do. A fauna de artropodes
que sucede um corpo varia de acordo com o estagio de decomposigao, pois cada
estagio oferece condi¢des ideais para o desenvolvimento de certas espécies de
artropodes, mas nao de outras. A grande maioria dos autores utiliza carcagas de
suinos como modelo experimental; mas, estudos com humanos, ratos, cies ou
mesmo partes separadas de animais como, figado ou carne de origem bovina, ja
foram utilizados para medir, ndo somente a sucessdo cadavérica, como também
o IPM (MARCHENKO, 2001).

Para que tais estudos entomoldgicos sejam vélidos e aceitos pela lei, faz-
se necessario que a identificagio dos individuos encontrados seja extremamen-
te precisa. Entretanto, a identificagdo dos espécimes por meios morfoldgicos
muitas vezes é dificultada ou até mesmo impossivel, particularmente, quando
as amostras estdo pouco preservadas ou os individuos ainda estdo em seus esta-
gios larvais (STEVENS; WALL, 2001). A identificagdo de larvas de dipteros ou
partes delas é um problema para aqueles que trabalham na area, pois héd certa
dificuldade em se identificar todos os estagios de maturagdo de certos dipteros
e, até o presente momento, ndo ha chaves de identificagdo que cubram todos os
estagios larvais de todos os dipteros de interesse forense. Além disso, ha também
o problema das amostras estarem em mas condi¢des, com partes anatomicas fal-
tando ou deformadas. Nessas condigdes, torna-se quase impossivel sua identifi-
cagdo por meio dos métodos taxondmicos tradicionais, pois estes se baseiam em
caracteristicas Unicas e muito especificas de cada espécie de diptero (WELLS;
SPERLING, 2001).

Uma alternativa para esse problema ¢ a identificacdo dos dipteros por
meio de marcadores moleculares espécie-especificos. Um marcador de DNA es-
pecifico é capaz de identificar um espécime em qualquer estigio de maturagdo
ou até mesmo se a amostra ndo estiver integra, contendo apenas partes do ani-
mal coletado (MALGORN; COQUOZ, 1999; WELLS; SPERLING, 2001). Uma
das técnicas utilizadas para a identificagdo de dipteros de interesse forense é o
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD). Essa metodologia consiste na

variagdo da técnica de PCR, utilizando-se um iniciador de sequéncia aleatéria e
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curta que se ligard a sequéncias complementares encontradas dispersas ao longo
do genoma do individuo e que a amplificard, gerando uma série de fragmentos
de DNA. Uma das caracteristicas dessa estratégia consiste na obtencdo de se-
quéncias amplificadas aleatoriamente pela PCR, gerando um padrdo molecular
unico para cada individuo. Essa metodologia também é capaz de identificar indi-
viduos de uma mesma espécie por meio da semelhanga nos fragmentos de DNA
que foram amplificados, pois, mesmo com grandes polimorfismos, ainda existem
regides que ndo sofrem grandes alteragdes, mantendo-se constantes dentro de
uma espécie (GRIFFITHS et al., 2001). Estudos de identificagdo de dipteros de
interesse forense, utilizando-se a técnica de RAPD, mostraram-se eficientes, tor-
nando a técnica de facil implementagao na obtencao de perfis eletroforéticos de
DNA relacionados a familia Calliphoridae. Por outro lado, a alta suscetibilidade
a mudangas nos padrdes da reagdo e as variagdes de temperaturas no termocicla-
dor podem gerar diferencas nos resultados (BENECKE, 1998; KULSHRESTHA;
SATPATHY, 2001).

Como solugido aos problemas associados a técnica de RAPD, foi propos-
ta a utilizacdo do DNA mitocondrial para a identificacdo molecular. O menor
tamanho do DNAmt, sua forma circular e a protegdo das duas membranas mi-
tocondriais fazem com que ele tenha uma maior estabilidade, sendo possivel a
obtencdo de informagéo genética de individuos em precdrio estado de conserva-
¢do, ou até mesmo conservados em etanol (WALLMAN; DONNELLAN, 2001;
JUNQUEIRA et al., 2004). Dentro do DNAmt existem genes conservados que
expressam uma enorme quantidade de proteinas, entre elas a citocromo oxidase,
uma proteina que faz parte do complexo de transporte de elétrons da cadeia
respiratoria. A falta dessa proteina causa erros na respiracio celular e morte do
individuo (HARVEY et al., 2003; MIRA; VIEIRA, 2006). Por causa de suas carac-
teristicas, o gene da citocromo oxidase ¢ conservado e muito utilizado em técni-
cas moleculares para a obten¢do de marcadores caracteristicos de populagdes ou
espécies; ou seja, iniciadores especificos para este gene sdo criados, utilizando-
se da técnica de PCR, padroes de bandas caracteristicos podem ser avaliados
(WELLS; SPERLING, 2001).

Todas as técnicas acima mostradas tém sido usadas para a identificagdo

de espécies ou mesmo de populagdes de dipteros de interesse forense com re-
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sultados positivos. Wallman e Donnellan (2001) conseguiram caracterizar com
sucesso populagdes de Calliphoridae na Australia, utilizando o gene da citocro-
mo oxidase, identificando populagoes distintas de dipteros e seus parentescos.
O mesmo acontece com as espécies de califorideos da subfamilia Chrysomyinae
originarias do Canada e EUA. Os procedimentos de andlise sdo parecidos e am-
bos utilizaram os genes da citocromo oxidase em seus experimentos (WELLS;
SPERLING, 2001).

No Brasil, em fung¢do da extremamente elevada biodiversidade e da pre-
senca de espécies endémicas, acredita-se que a caracterizagdo molecular para a
identificagdo das principais espécies de insetos de interesse forense podera con-

tribuir com o desenvolvimento da Entomologia Forense no pais.

Sendo assim, o objetivo deste estudo é descrever o comportamento de
uma populagio de dipteros de interesse forense presente em uma regido residen-
cial de Brasilia, como também, identificar dentro dessa popula¢io individuos de

C. albiceps por meio de marcadores moleculares baseados em DNA.

2 Material e métodos

2.1 Montagem de armadilha, utilizando material reciclavel do tipo PET

Para a coleta dos insetos de interesse forense foi utilizada uma armadilha

construida a partir de duas garrafas transparentes do tipo PET de 2,5 L.

2.2 Coleta dos insetos de interesse forense

Para a coleta dos dipteros de interesse forense foi mantida a armadilha
pendurada a 1,5 m de altura a partir do solo sob a agdo parcial do sol (durante
6 horas). A drea de estudo foi constituida por um terreno localizado no Lago
Norte, nas coordenadas 15° 44" 10.28” sul e 47° 51" 06.65” oeste. Utilizou-se
como isca, aproximadamente, 100 g de carne bovina moida, sendo depositada
em pote descartavel de plastico de 100 ml que foi posicionado na antecAmara da
armadilha. A armadilha ficou situada na drea de coleta durante um periodo de 30

dias, sendo retiradas amostras em periodos de 24 h. Os insetos foram coletados
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por meio da abertura superior e foram armazenados diretamente em um saco
plastico com fecho hermético. Apds a retirada dos espécimes vivos, a armadilha
foi desmontada sobre uma folha de papel cartdo e os insetos mortos foram re-
colhidos para o mesmo saco plastico que recebia uma etiqueta de papel escrita a
lapis, indicando a data da coleta. As amostras foram transferidas entdo para po-
tes herméticos, contendo etanol 70 %. Depois disso, a armadilha foi remontada
e recolocada em seu lugar de origem. A mesma isca foi utilizada na armadilha

durante todo o periodo de captura.

Ao final do periodo de coleta, as amostras em alcool foram levadas ao
laboratério e os individuos foram identificados, separados e contados por familia
com o uso de uma lupa estereoscopica e de uma chave dicotomica para a identi-
ficagdo de familias de Diptera (BORROR; DELONG, 1969).

2.3 Extracao de DNA

Para os estudos de caracteriza¢cdo molecular, o DNA de individuos perten-
centes a familia Calliphoridae foi extraido a partir de um método previamente
estabelecido (QUEIROZ et al.,, 2004), seguindo-se adaptagdes dos protocolos de
Agusti et al. (1999) e Monnerat et al. (2004). Submeteu-se um inseto inteiro a ma-
ceragdo e, a seguir, adicionou-se 500 mL de tampéo de extra¢do (Tris-HCl 10 mM
pH 8, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,3 % e Proteinase K 120 mg.mL"), incubando-
se por 60 min a 65 °C. O homogenado foi centrifugado por 10 min a 10.000xg
, € 0 sobrenadante, transferido para um tubo plastico. Adicionou-se 500 mL de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e as fases foram homogeneizadas em
vortex por 5 s. O material foi centrifugado por 10 min a 10.000xg a 10 °C. A fase
aquosa foi entdo transferida para um novo tubo pléstico, repetindo-se a etapa an-

teriormente descrita.

O DNA foi precipitado pela adi¢do de 30 mL de NaCl 5 M e 1 mL de etanol
absoluto, incubando-se por 16 h a — 20 °C. Apos centrifugacdo a 10.000xg por 10
min a 10 °C. O DNA precipitado foi lavado duas vezes com 500 mL de etanol 70
%, seco a vacuo, ressuspenso em TE 0,1 X (Tris-HCI 1 mM pH 8, EDTA 0,1 mM)

e armazenado a — 20 °C até o momento do uso.
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2.4 Reagao de RAPD

Para os estudos de caracterizagdo molecular, O DNA extraido (100 ng.mL"),
a partir de individuos da familia Calliphoridae, foi utilizado em 30 mL de uma re-
agdo de RAPD, contendo tampao (Tris-HCI 6 mM pH 8,8, KCI 50 mM e MgCl, 2
mM), dNTP’s 0,2 mM, 0,4 mM do primer de sequéncia aleatéria OPA-13 (5CAG-
CACCCAC3’) (Operon Technologies, Inc.), 2,5 UmL" de Tag DNA polimerase
(Pharmacia) e 5 mL de DNA, conforme descrigdes da metodologia descrita por
Lima et al. (2000).

2.5 Ciclos de amplificacdo de RAPD

Asamplificagdes foram efetuadas em termociclador (PTC 100 MJ Research),
programado para 45 ciclos, contendo uma etapa inicial de desnaturagdo de 3 min a
94 °C. Cada ciclo foi constituido de uma etapa de desnaturagdo de 1 min a 93 °C,
anelamento por 1 min a 35 °C e extensdo por 2 min a 72 °C. Ap6s os ciclos, foi

realizada uma etapa de extenséo final de 5 min a 72 °C.

2.6 Reagoes de PCR utilizando DNA Mitocondrial

As reagdes de amplificagdo foram realizadas em 25 pL de uma mistura con-
tendo 11,1 pL de agua milliQ autoclavada, 2,5 uL de tampao 10 X (Amersham),
1,5 pL de cada primer (IDT, Inc., Coralville, IA) na concentragao de 10 uM, 0,5 pL
dNTP 10 mM, 0,4 pL Tag DNA polimerase (Amersham) 1 U.uL" e 5,0 L de DNA
(100 ng).

2.6.1 Condigoes de Amplificacao para o PCR Mitocondrial

As amplificagoes foram efetuadas em termociclador (PTC-100 MJ Resear-
ch) contendo uma etapa inicial de desnaturacdo de 3 min a 94 °C, programado
para 35 ciclos de desnaturagdo de 1 min a 94 °C, anelamento por 1 min a 48 °C e
extensdo por 1 min a 72 °C e uma etapa final de extensdo de 5 min a 72 °C confor-

me metodologia descrita por Harvey et al. (2003).
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2.6.2 Visualizacao dos Fragmentos Resultantes de PCR

Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1,5 %
submerso em tampéao TBE 1 X (Tris-borato 9 mM e EDTA 1 mM), fotografados
e arquivados no sistema Eagleeye. Em todos os géis, marcadores de massa mole-
cular (Ladder 100 bp - GIBCO) foram usados para a determinac¢io do tamanho
dos fragmentos amplificados. A visualizagdo das bandas foi feita por imersdao em
solugdo corante contendo 1 pig.mL! por 30 min, seguindo-se a retirada do excesso

de corante em agua destilada por 30 min.

3 Resultados

Apé6s um periodo de trinta dias continuos de captura, foram coletados 1116
dipteros pertencentes a varias familias. Durante esse periodo, observou-se variacdo

quanto a quantidade de insetos coletados (Figura 1).

Observou-se durante a realizagdo do experimento pouca variagdo nos in-

dices de temperatura ao longo do periodo de coleta. Essa variagéo ficou em 26,13

Figura 1 - Distribuicdo de dipteros de interesse forense, coletados ao longo de 30 dias de
coleta com monitoramento de temperatura.
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°C £ 2,32 entre os dias de coleta. As maiores variagdes de temperatura foram ve-
rificadas em dias de chuva. Chuvas ocasionais foram comuns nesse periodo, mas,
na maioria dos dias de coleta, as condi¢des climdticas variaram de céu aberto a

nublado.

O levantamento da entomofauna produziu uma curva de distribui¢do sen-
do que, grande parte dos dipteros foi atraida pelos primeiros estagios de decom-
posi¢do da isca. De acordo com a progressao da decomposigdo, houve um pico po-
pulacional por volta do terceiro dia, provavelmente causado pela forma¢io de um
ambiente ideal, com temperatura e estagio de decomposigdo adequados, uma vez
que as temperaturas nesse periodo ficaram entre 29 °C a 30 °C, sendo mais eleva-
das durante os dias de coleta. Ap6s o quinto dia de coleta ocorreu um decréscimo
no numero de individuos capturados. Provavelmente, isso se deve as condi¢oes de
dessecagio e ao avangado estagio de decomposic¢do da dieta, tornando-a inadequa-

da a oviposi¢ao de certas familias de dipteros e a redugdo da atratividade da isca.

Das principais familias de dipteros de interesse forense, foram encontra-
dos 406 individuos da familia Muscidae, 58 da familia Sarcophagidae e apenas 26
da familia Calliphoridae. Essas principais familias de dipteros de interesse forense

apresentaram flutua¢do populacional durante os trinta dias de coleta (Figura 2).

Figura 2 - Distribuicao das principais familias de dipteros de interesse forense ao longo dos
trinta dias de coleta.
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Observou-se que dipteros da familia Muscidae apresentaram maior quanti-
dade de individuos em relacdo a Calliphoridae e Sarcophagidae. Além disso, Calli-
phoridae e Sarcophagidae apresentaram o mesmo comportamento ao longo do ex-
perimento, capturando-se, no maximo, cinco individuos de cada uma dessas familias
para cada dia de coleta. Para Muscidae, observou-se um comportamento diferente
em relagdo a Calliphoridae e Sarcophagidae. O apice de atividade dessa familia fi-
cou entre o segundo e o décimo oitavo dias de coleta. Apos o décimo quarto dia,
observou-se declinio acentuado dessa familia, ficando em niveis de coleta compa-
raveis as demais familias analisadas nesse estudo, ndo sendo encontrada explicacdo
para esta queda drastica nas populagdes de dipteros. Foi realizada uma comparagao
com a temperatura, mas esta ndo demonstrou padrao ou qualquer relagido com o fato
ocorrido. Supde-se que fatores relacionados com as condigdes da isca, seus estdgios
de decomposi¢do ou mesmo o efeito de dessecamento tenham interferido na capa-

cidade dela em atrair os individuos durante o periodo de realizagdo do experimento.

Ao término das coletas e identificagio morfologica dos dipteros, varios in-
dividuos pertencentes a familia Calliphoridae foram selecionados e utilizados nas
estratégias moleculares para a andlise de DNAmt. A partir da utilizagdo da chave
dicotémica para a identificagdo de familias e espécies de Diptera proposta por Borror
e Delong (1969), identificaram-se C. albiceps e C. megacephala. Em virtude da maior
quantidade de C. albicpes nas coletas, optou-se por essa espécie para os estudos mo-
leculares. A partir da adaptagio dos iniciadores propostos por Harvey et al. (2003)
obteve-se um produto de amplificagdo para essa espécie de Diptera (Figura 3).
Figura 3 - Gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etidio identificando os fragmentos de

DNA correspondentes ao gene da citocromo oxidase | de Calliphoridae da espécie C. albiceps.
O marcador de massa molecular utilizado foi o 100 pb Ladder.
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Conforme o esperado, o iniciador utilizado para a identificagdo de Calli-
phoridae na Australia por Harvey et al. (2003) se ligou ao gene mitocondrial da
citocromo oxidase I dos individuos selecionados nesse estudo e produziu um frag-
mento de aproximadamente 350 pb. Esta identificagdo por DNAmt confirmou os
dados da identificagdo taxondmica pelo critério morfoldgico. Esse resultado de-
monstra o potencial de se utilizar marcadores de DNAmt como ferramentas auxi-
liares na identificacao morfologica de dipteros da familia Calliphoridae, tornando
assim essas identificagdes muito mais precisas, permitindo a identificagdo de in-
setos de interesse forense, mesmo quando estes ndo se encontram em condi¢des

adequadas de conservagao ou quando se tem apenas vestigios dos mesmos.

Apés a andlise por DNAmt, as amostras de C. albiceps foram analisadas
pelo método de RAPD, no qual foram visualizados diferentes perfis eletroforéticos
(Figura 4).

Ao serem aplicadas no gel a reagdo de RAPD, a partir de amostras de insetos
da familia Calliphoridae, sup6s-se que todas as amostras identificadas morfologi-
camente eram de individuos da espécie C. albiceps. Como esperado, o gel, ao ser
visualizado em luz UV, demonstrou um perfil de fragmentos de DNA com grande
quantidade de polimorfismos entre os individuos. Entretanto, um fragmento de

aproximadamente 580 pb mostrou-se presente em todos os individuos, exceto o

Figura 4 - Gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etidio demonstrando as bandas
amplificadas pelo método de RAPD. Os codigos de B1 a D5 representam os varios individuos
da familia Calliphoridae. O marcador de massa molecular foi o 100 pb Ladder. A seta azul
indica o fragmento de DNA de 580 pb presente nas amostras de insetos, identificadas como
C. albiceps. A seta amarela indica o fragmento de DNA de uma amostra suspeita de nao ser
C. albiceps.
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individuo de marcagao B6 que demonstrou um fragmento de RAPD diferente dos
demais dipteros analisados. Com a analise do gel, foi confirmada a hipétese de que
todos os individuos eram pertencentes a espécie C. albiceps, exceto a amostra B6

que se suspeita ser de outra espécie de Calliphoridae.

4 Discussao

A obtengdo de uma rotina de captura eficiente para a coleta de dipteros de
interesse forense é de grande importancia para que haja uma padronizagdo nos
estudos de popula¢des de artrépodes no Brasil. O estudo mostrou a eficiéncia da
rotina testada, demonstrando que esta pode vir a ser futuramente utilizada como
padrao para estudos de entomofauna de interesse forense. A armadilha feita com
material reciclavel do tipo PET mostrou-se eficiente, mantendo os insetos sob
contengdo na antecamara durante a janela de coleta. Dessa forma, estabeleceu-se
uma técnica para a montagem de uma armadilha feita a partir de material reci-

clavel, resultando em baixo custo operacional.

A isca feita de carne moida apresentou um comportamento diferente do
esperado, tendo seus estagios de putrefagio retardados e com a formagéo de uma
camada ressecada em sua superficie. Entretanto, as por¢des interiores ainda se
apresentavam umedecidas e em estagio de decomposigédo. Essa caracteristica pos-
sibilitou que a isca demorasse mais que o esperado para se decompor, ficando ativa
por um maior periodo de tempo. Maiores estudos poderao ser feitos, buscando-se
as melhores combinacdes e condigdes para que a dieta fique ativa e simule os esta-

gios de decomposi¢io dentro da armadilha ao longo da realizagao do experimento.

Além disso, Vianna et al. (2004), em um estudo de populagdes de Calli-
phoridae constataram que temperaturas na faixa de 23 °C sdo ideais para o cres-
cimento de populagdes de dipteros, mas seu estudo foi feito em regides mais
umidas, onde a varia¢do térmica apresentou-se diferente. A alta temperatura na
regido do Cerrado com a sua baixa umidade relativa do ar podem ser fatores de-
terminantes na dindmica das popula¢des que sdo atraidas até a armadilha. A im-
portancia da temperatura na dindmica das popula¢des de dipteros foi constatada
por Grassberger & Reiter (2002) que mencionaram que a flutuagao populacional

no ambiente natural é influenciada por fatores abidticos e bioticos, sendo os abi-
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6ticos mais importantes enquanto os bidticos exercem apenas papel secundario.
Outro fator que pode ter exercido influéncia na coleta dos dipteros foi o fato de
que a isca utilizada apresentou altera¢des em sua superficie. Uma vez contida em
um pequeno pote, a isca formou, com o passar dos dias, uma pequena camada
de carne dessecada em sua superficie enquanto o resto da dieta continuou a se
decompor, em um processo mais lento, por baixo dessa camada dessecada. Esse
comportamento da dieta pode ser um fator limitante na obtenc¢do dos dipteros,
uma vez que estes ainda eram atraidos pela armadilha, mas nido sendo observa-
da a oviposi¢do. Isso pode ser devido ao fato de que as metodologias de uso da
armadilha e de coleta de insetos sdo diferentes das normalmente utilizadas por

outros autores que empregam carcag¢as de animais mortos.

O fato da colocagdo da armadilha em uma érea urbana revelou a alta
densidade populacional da familia Muscidae em relagdo as outras familias que
foram coletadas na armadilha. O fato de a familia Muscidae ser cosmopolita e
de predominancia em dreas urbanas pode ser o fator responsavel pelo seu apa-
recimento em quantidade na armadilha. Essa predominancia de Muscidae pode
vir a ser utilizada como caracteristica especial da regido para um marcador de
local de crime ja que muitos autores, entre eles Oliveira-Costa (2003), descrevem
a principal familia de dipteros atraida por corpos como sendo os Calliphoridae,
diferente dessa regido que apresenta uma predominancia de Muscidae, seguido

pelos Calliphoridae e, por fim, Sarcophagidae.

A andlise molecular utilizando marcadores baseados em DNA, tais como
os de RAPD, revelou um fragmento comum entre os individuos analisados. Esse
fragmento de 580 pares de bases encontrado na analise em todos os individuos da
espécie C. albiceps foi considerado uma “banda candidata”, pois pode vir a ser um
fragmento de identificagdo especifica da espécie. Futuras andlises ainda serdo feitas
e, se realmente for constatado que esse fragmento aparece em todos os individuos
dessa espécie, ela podera ser futuramente sequenciada e iniciadores de PCR espe-
cificos para ela poderéo ser desenvolvidos, criando-se assim um kit de identifica-
¢do espécie-especifico para C. albiceps. Harvey et al. (2003) demonstraram em seu
estudo que a falta de iniciadores de PCR especificos para artropodes de interesse
forense é um entrave para a correta identificacdo de alguns dipteros, tais como, os

Sarcophagidae, que apresentam muitas espécies compartilhando alta similaridade
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morfoldgica. Mesmo a técnica de RAPD, fornecendo informagdes distintas entre
as espécies de dipteros por meio de perfil de fragmentos de DNA, néo ¢ capaz de
identificar um individuo sem uma base de referéncia. Sendo assim, a conversdo
de marcadores de RAPD em reagdes de PCR ¢é uma estratégia importante para a
identificagdo de insetos de interesse forense. Dessa forma, o emprego da técnica
de PCR, que utiliza oligonucleotideos para cada espécie, seria capaz de identificar
individuos sem a necessidade de referéncia ou até mesmo identificagio morfold-
gica. Isso demonstra a importancia da obtenc¢do de iniciadores especificos para a

identificagdo de artropodes, sobretudo, os de relevancia em questdes forenses.

Evaluation and characterization of the necrophagous dipterofauna
occuring in Brasilia, Brazil

Abstract

Diptera represents an extremely important class of insects for the forensic
science. Representatives of some Diptera families are capable of finding corpses
within hours after death allowing post mortem interval evaluations. Unfortuna-
tely, species identification of these insects is still difficult and taxonomists are not
always available. To solve or reduce this situation, the identification of these insects
by molecular markers is an efficient and recognized method. The objective of this
work was to describe one population of the blowfly Chrysomya albiceps (Diptera)
occurring in Brasilia by molecular markers based in DNA. The results indicated
that RAPD and mtDNA can be used to identify C. albiceps. These molecular me-
thods of detection of C. albiceps will be useful to help elucidating crimes in Brasilia

and to identify immature forms of this fly species.

Keywords: Forensic. Entomology. Molecular markers.
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