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1. INTRODUCAO

Califorideos séo dipteros muscoéides com distribuicdo mundial, comumente
encontrados se desenvolvendo em matéria organica em decomposicdo
(LINHARES, 1981). Devido a essa caracteristica, muitas espécies s&o
consideradas de importancia forense, sendo utilizadas para obter informagdes no
ambito meédico-legal, tais como a estimativa do intervalo post-mortem (IPM)
(SMITH, 1986). Dessa forma, é de grande importancia conhecer as espécies que
podem ser Uteis nesses casos, assim como sua biologia e distribuic&o.

Paralucilia Brauer & Bergenstamm é um género de califorideos
pertencentes a subfamilia Chrysomyinae que compreende espécies comumente
encontradas colonizando e se alimentando em carcacas em diferentes estudos
(BARROS-SOUZA et al., 2012; ARMANI et al 2015), incluindo um caso aplicado a
entomologia forense em Rondonia (PUJOL-LUZ et al. 2006). Este género tem
distribuicdo exclusivamente Neotropical, sendo encontrado em ambientes com
pouca ou nenhuma perturbacéo antrépica, especialmente associado a fragmentos
florestais (FERRAZ et al. 2010; BATISTA-DA-SILVA et al. 2011). Atualmente, 14
espécies do género séo consideradas validas (PAPE; THOMPSON, 2013), mas a
literatura diverge quanto a este nimero (MELLO, 1969; DEAR, 1985; MARILUIS
etal. 1994; MELLO, 1996).

Estudos filogenéticos tém contribuido para a compreensédo das relacdes
sistematicas de diferentes grupos de dipteros (GRELLA et al. 2015;
BUENAVENTURA et al. 2016). Atualmente, a utilizacdo de marcadores
moleculares e o avanco no desenvolvimento de andlises por meio da
bioinformatica tém aumentado o uso desses metodos e ampliado as
possibilidades de aprofundar esse conhecimento. Ainda assim, estudos
flogenéticos envolvendo Paralucilia sdo escassos (SINGH; WELLS, 2011), e o
acréscimo de espécies e marcadores moleculares auxiliaria na compreensdo das
relacdes internas e externas do grupo. Assim, o objetivo deste estudo foi propor
uma hipétese filogenética de Paralucilia para a resolucdo de conflitos taxondmicos
dentro do género.

2. METODOLOGIA

Dipteros adultos foram coletados ativamente nos Estados de S&o Paulo e
Minas Gerais, Brasil, utilizando como iscas figado bovino, moela e peixe
putrefeitos. Posteriormente, as amostras foram levadas a laborat6rio, mortas em
freezer a -20°C, e identificadas por meio de chave taxonémica (MELLO, 1996).
Para dar seguimento as analises moleculares, foram acondicionadas em alcool
absoluto.
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Para a extragdo do DNA total foi utlizado kit comercial DNeasy®
Blood&Tissue Kit (Qiagen), seguindo protocolo sugerido pelo fabricante. Os genes
COl, ITS2 e 16S foram amplificados com os pares de primers LCO1490 e
HCO02198, 5.8S-ITS2 e 28S-ITS2, e L1R e mtD34, respectivamente. As reagcdes
de PCR foram realizadas em um volume final de 10 pl, conforme protocolo
indicado pelo fabricante da enzima Taq DNA polimerase (Invitrogen). O programa
da PCR foi realizado da seguinte forma: 3 min de desnaturagao inicial a 95°C, 35
ciclos de 1min a 95°C (desnaturagéo), 1 min a 52°C (anelamento) e 1 mine 30 s a
72°C (extensdo), finalizando com 5 min a 72°C (extenséo final). Os produtos da
PCR foram analisados em eletroforese de gel de agarose 1%, purificados com o
kit QIAquick® PCR Purification (Qiagen) e sequenciados em empresa
terceirizada. Sequéncias de espécies pertencentes a Chrysomyinae, assim como
a espécie escolhida como grupo externo, Sarconesia chlorogaster, foram obtidas
por meio do banco de dados de sequéncias nucleotidicas Genbank.

As sequéncias obtidas foram editadas e montadas no programa Staden Package
(STADEN, 1996). O alinhamento foi realizado individualmente para cada
marcador genético com o algoritmo ClustalW (THOMPSON et al. 1994), inserido
no MEGAG6 (TAMURA et al. 2013) e, posteriormente, os dados foram
concatenados. As andlises de distancias genéticas, Maxima verossimilhanca e
Neighbour-Joining também foram realizadas no programa MEGA6, com 1000
réplicas de Bootstrap, sendo que o modelo de substituigdo com melhor ajuste a
matriz de dados analisada foi inferido utilizando-se a opgao Find Best DNA Model
implementado neste mesmo programa: GTR+G+I.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados concatenados dos marcadores moleculares COI, ITS2 e 16S
somaram ao todo 1883pb para as andlises. As arvores obtidas em ambas
andlises foram similares (Figura 1), com excecdo da posicdo de Hemilucilia
semidiaphana e H. segmentaria, que nao foram recuperadas como um
grupamento monofilético. Esse resultado pode ser explicado pelas caracteristicas
dos genes 16S e ITS2, visto que quando analisados separadamente, o COI
recupera a monofilia do género Hemilucilia.

Apenas quatro espécies de Paralucilia foram sequenciadas neste estudo:
P. fulvinota, P. nigrofacialis, P. xanthogeneiates e P. pseudolyrcea. A monofilia do
género foi recuperada nas arvores geradas, com 0 mesmo agrupando com
Cochliomyia, como fora observado por SINGH; WELLS (2011).

As distancias genéticas entre as espécies variaram de 0,2 a 11,2%. Foi
possivel verificar que as comparacdes que obtiveram valores de divergéncia
muito baixos foram entre P. fulvinota e P. nigrofacialis (0,3%), e P.
xanthogeneiates e P. pseudolyrcea (0,2%). Isso sugere que as variagdes
morfolégicas encontradas entre tais espécies sejam intraespecificas, apoiando a
proposta de MARILUIS et al. (1994) em sinonimizar P. fulvinota e P. nigrofacialis,
assim como P. xanthogeneiates e P. pseudolyrcea.
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Figura 1. Arvore de Maxima verossimilhanca (A) e de Neihgbour-Joining (B)
usando dados concatenados dos marcadores COI, ITS2 e 16S de Chrysomyinae,
com destaque para o posicionamento de Paralucilia

4. CONCLUSOES

Conclui-se que o género Paralucilia é monofilético e que estudos
comparativos entre marcadores morfolégicos e moleculares, com um maior
namero de espécies, devem solucionar as relagdes internas do género.
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