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Resumo

MADEIRA, Tais. Identificagdo de espécies de Oxysarcodexia (Diptera:
Sarcophagidae) usando o método de DNA Barcode. 2015. 47f. Graduagao em
Ciéncias Biolégicas — Licenciatura, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

A familia Sarcophagidae (Diptera) compreende espécies com habitos diversificados
tais como necrofagia, coprofagia e parasitsmo, o que lhe confere importancia
médica, veterinaria e forense. Oxysarcodexia (Diptera: Sarcophagidae)se destaca
como um dos géneros mais diversos na regido Neotropical, por isso é
particularmente fundamental a identificacdo de suas espécies quando se pretende
utilizé-las para estimar o intervalo pds-morte (IPM) no ambito forense. Contudo,
isso é dificultado devido a grande similaridade morfolégica interespecifica e ao
diagndstico restrito a observacdo da genitalia masculina de individuos adultos.
Assim, a identificacdo de espécies baseada em DNA Barcode pode ser uma
alternativa valiosa para auxiliar a identificacdo de sarcofagideos. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a eficacia da técnica de DNA Barcode para identificar
espécies do género Oxysarcodexia registradas para o Rio Grande do Sul, assim
como verificar a diversidade genética entre as diferentes popula¢cées. Amostras de
dipteros adultos foram coletadas mensalmente, entre margo de 2012 e fevereiro de
2013, em trés municipios com perfis fisiogeogréficos distintos. Em cada localidade,
armadilhas apropriadas contendo iscas atrativas sem estagio inicial de
decomposicdo foram expostas por 72 horas. Posteriormente, as armadilhas foram
levadas para o laboratério onde os insetos foram triados, identificados e
armazenados em alcool absoluto. Foram realizadas extragbes, amplificacdes
(primers universais para citocromo oxidase subunidade | — COI) e purificagbes de
DNA utilizando kits comerciais. O gene COI foi sequenciado pelo método de
Sanger. Foram analisados 687pb de 60 individuos, apresentando 161 nucleotideos
variaveis. A identificacdo de espécies por DNA Barcode seguiu andlises baseadas
em agrupamento mediante construcdo de &rvore filogenética (método evolutivo
Neighbor-Joining e modelo de evolugdo das sequéncias Kimura 2-parametros -
K2P). Considerando 3% como limite entre duas espécies, foi possivel delimitar
individuos a partir das analises de divergéncia intraespecifica e interespecifica. Os
resultados da analise de ABGD coincidiram com o verificado nas analises por
monofilia de ramos e de divergéncia genética. Para as analises de Network, a
diversidade haplotipica foi alta (97,7%), verificando-se maior proximidade de
haplétipos em individuos que pertencem a mesma espécie. Assim, concluiu-se que
o método de DNA Barcode é eficaz na identificacdo de Oxysarcodexia.

Palavras-chave:forense; insetos necrofagos; COIl; Barcode gap



Abstract

MADEIRA, Tais.ldentification species Oxysarcodexia (Diptera: Sacophagidae)
by using the DNA Barcode method. 2015. 47f. Graduation in Biological Sciences
— Degree, Biology Institute, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2015.

The family Sarcophagidae (Diptera) comprises species with great diversity of habits
such as necrophagy, coprophagy and parasitism, giving them medical, veterinary
and forensics importance. Oxysarcodexia (Diptera: Sarcophagidae) is the one of the
most diverse genus of sarcophagid in the Neotropical region, so it is particular
essential to identify the species which it can be useful for estimating the postmortem
interval (PMI) for forensic purposes. However, this is difficult because of the large
interspecific morphological similarity and diagnosis restricted to observation of the
male genitalia of adults. Thus, identification of DNA barcode-based species is a
valuable alternative to assist the identification of sarcofagideos. This study aimed to
evaluate the effectiveness of DNA Barcode technique to identify species of the
genus Oxysarcodexia (Diptera: Sarcophagidae) recorded for the Rio Grande do Sul,
as well as verify the genetic diversity among different populations. Samples of adult
flies were collected monthly between March 2012 and February 2013 in three
municipalities in the south of the Rio Grande do Sul state. In each location, suitable
traps with attractive baits in the early stages of decomposition were exposed in
different environments. After 72 hours of exposure, the traps were taken to the
laboratory where the insects were screened, identified and stored in absolute
alcohol. Extraction, amplification and DNA purification were performed using
commercial kits. The COI gene (cytochrome oxidase subunit I) was sequenced by
the Sanger method. 687pb were analyzed from 60 individuals by presenting 161
variables nucleotides. A phylogenetic tree based on the analysis with the
evolutionary method Neighbor-Joining and evolution model of the sequences
Kimura 2-parameter (K2P), verifying that the morphologically identified as
individuals of the same species were grouped was generated. Considering3% as a
boundary between two species, it was possible to delimit individuals as of
intraspecific and interspecific divergence analysis. The results of ABGD analysis
coincided with the observed in analyzes by monophyletic branches and genetic
divergence. For the analyzes of Network, the haplotype diversity was high (97.7%),
checking up closer haplotypes which individuals belong to the same species. Thus,
it was concluded that the DNA Barcode method was effective in identifying
Oxysarcodexia species.

Keyword: forensic; carrion insects;COIl; Barcode gap
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1 Introducgéo

Os dipteros sé@o os organismos que mais tém se destacado na obtencao de
informacdes forenses, visto que além de se apresentarem com maior diversidade
no recurso, sdo os primeiros a chegar e colonizar a carcaga (OLIVEIRA-COSTA,
2003). Como ressalta Catts e Goff (1992), as familias Calliphoridae e
Sarcophagidae apresentam grande importancia no ambito forense, e tém
contribuido no fornecimento de informag6es sobre o tempo, local e causa da morte.
Contudo, a utlizagdo de sarcofagideos é dificultada devido a semelhanca
morfolégica entre as espécies, cuja identificacdo se restringe & observagdo da
genitdlia masculina de individuos adultos (CARVALHO; MELLO-PATIU, 2008)
(Apéndice A). Isso significa que a identificacdo de fémeas e individuos em fases
imaturas, que estdo frequentemente associados as carcacas, raramente pode ser
alcancada. Existe ainda uma grande dificuldade imposta pelo impedimento
taxondmico (BUTCHART et al, 2010), uma vez que o numero de taxonomistas
especializados é reduzido ou, muitas vezes, inexistente; além disso, aspectos
biolégicos e ecoldgicos do grupo em questdo sdo pouco conhecidos tornando
laboriosa as coletas pelo uso de irrestritas estratégias.

Apesar das dificuldades na utilizacdo de sarcofagideos em questbes
forenses, alguns autores destacam motivos pelos quais é importante estudar esta
familia. Primeiramente, a estratégia de viviparidade apresentada por este grupo
proporciona vantagens as larvas sobre as espécies ovoviviparas como califorideos,
pois sdo capazes de explorar os recursos disponiveis antes mesmo da ecloséo de
seus competidores (KETTLE, 1984). Em segundo lugar, esses dipteros estdo
associados a todas as fases de decomposigdo, inclusive em etapas tardias
(SMITH, 1986; BYRD; CASTNER, 2010), periodo em que todas as informacdes
fornecidas pelas técnicas médico-legais se tornam mais imprecisas (AMENDT et al,
2004).

Na regiéo Neotropical, o género Oxysarcodexia Townsend, 1917 se destaca
como um dos mais diversos da subfamilia Sarcophaginae (LOPES, 1969;

VERVES, 1989; PAPE, 1996). Essas espécies estdo associadas a uma ampla
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gama de recursos tais como fezes, carcacas e visceras (DIAS et al, 1984),
incluindo cadaveres, o que ressalta a sua importancia forense (KUTTY et al, 2010).

Com o objetivo de desenvolver um sistema universal para reconhecer
espécies e identificar espécimes por meio de andlises moleculares padronizadas,
Hebert et al (2003) propuseram o “Projeto do Cédigo de Barras da Vida” (Barcode
of Life Project). Esta proposta utiliza uma regido da parte inicial 5 de 658pb do
gene mitocondrial citocromo oxidase, subunidade | (COI) apresentando como
premissa o fato de que os individuos de uma mesma espécie apresentem uma
proximidade maior do padrdo de sequéncias nucleotidicas atuando como um
‘cédigo de barras’ para reconhecimento da espécie. A técnica de DNA Barcode
esta bem estabelecida (ROWAN; BARRETT, 2005; HAJIBABAEI et al, 2006;
BOEHME et al, 2012, BARCOA et al, 2013), possibilitando a potencial identificac&o
dos espécimes de forma confiavel, relativamente rapida e barata.

Desta forma, a técnica de DNA Barcode € a alternativa para a identificagdo
de sarcofagideos encontrados em cenas criminais, visto que € capaz de transpor o
impedimento taxon6mico, além de tornar o procedimento de identificacdo das
espécies mais rapido.

Ainda considerando alternativas que venham a contribuir na identificagcéo de
espécies do grupo em questdo, redes de haplétipos representam graficamente a
diversidade genética dos organismos estudados, sendo possivel inferir sobre sua
filogeografia através destas andlises (e.g. FARIA et al, 2013). A partir disso,
permite discriminar populagbes e, potencialmente, agrupar espécies que
compartilham haplétipos, fazendo com que este seja mais uma estratégia para
auxiliar a identificacdo de espécies (ZAIDAN, 2014).

De acordo com as informagdes acima, este trabalho apresenta como
hipétese o fato de que a técnica de DNA Barcode sera eficaz no reconhecimento
das espécies e identificacdo dos espécimes de Oxysarcodexia coletados no Rio
Grande do Sul.
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1.1Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo avaliar aspectos taxondmicos de
Oxysarcodexia (Diptera: Sarcophagidae) registradas para o Rio Grande do Sul,
assim como verificar a diversidade genética em diferentes popula¢ées, utilizando

ferramentas como DNA Barcode e rede de haplétipos.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a aplicabilidade e eficiéncia da metodologia do DNA Barcode como
ferramenta para conhecer a diversidade de espécies de Oxysarcodexia com
distribuicdo no Rio Grande do Sul;

- Avaliar o grau de estruturacdo genética de populacdes de Oxysarcodexia

neste Estado.



2 Revisdo de Literatura

A utilizag&@o de insetos necrofagos para obtengdo de informacdes forenses é
antiga, datando como primeiro registro o caso do chinés Sung T'zu, em 1235, onde
a presenca de moscas sobre o instrumento de trabalho de um camponés acusou o
assassino investigado (THYSSEN, 2011). Desde entdo, essa préatica tem sido
difundida pelo mundo, onde estudos sobre identificacédo (e.g CARVALHO; MELLO-
PATIU, 2008), ecologia (e.g SOUZA; LINHARES, 1997) e biologia (e.g ESTRADA
et al, 2009) de diversos grupos potenciais tém sido realizados, visando a busca de
informagdes sobre a cena criminal.

Entre os dipteros da regido Neotropical encontrados em carcacas e
cadaveres, Sarcophagidae aparece com 0 maior nUmero de espécies em muitos
estudos (BARROS et al, 2008; ROSA et al, 2009; BEUTER et al, 2012; ALVES et
al, 2014). Alves et al (2014), a partir de uma revisdo de literatura buscando
compilar registros de espécies das principais familias de dipteros encontrados em
carcacgas e cadaveres na regido Neotropical, constata a presenca de 105 espécies
de Sarcophagidae, seguido de Muscidae (53 spp.) e Calliphoridae (36 spp.).
Porém, estes numeros poderiam ser ainda mais expressivos, visto que muitas
vezes a identificacdo das espécies é limitada, em virtude do nimero restrito de
especialistas e de chaves taxondmicas para todos os géneros e/ou fases de
desenvolvimento do inseto (ALVES et al, 2014).

Informacdes taxondmicas e sobre a biologia das espécies de Sarcophagidae
tém permitido sua correta e ampla utilizacdo na area forense em diferentes paises
(e.g BUENAVENTURA et al, 2009; CHERIX; WSS; PAPE, 2012; MARIANI et al,
2014; MATUSZEWSK; SZAFALOWICZ; JARMUSZ, 2013; POHJOISMAKI et al,
2010; SALAZAR-ORTEGA; LUZ; GOMEZ-PINEREZ, 2012; TABOR; FELL;
BREWSTER, 2005; WOLFF et al, 2001). Como destaca Gennard (2007), a
identificacdo do inseto € crucial para que seja possivel estimar informacdes em
relagdo a cena criminal. Considerando exclusivamente a familia Sarcophagidae, a
identificacdo é realizada a partir da utilizagdo de chaves taxondmicas que remetem
a observacéo de caracteres morfoldgicos de individuos adultos, como cerdas, veias
das asas e, principalmente, genitadlia masculina (CARVALHO; MELLO-PATIU,
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2008; BUENAVENTURA et al, 2009; SILVEIRA, 2011; VAIRO et al, 2011; VAIRO et
al, 2014; VAIRO et al, 2015).

Desta forma, a identificacdo de fémeas e individuos imaturos €
negligenciada, tornando-se um problema taxonémico, pois estes S0 0s principais
grupos encontrados juntos as carcagas. Apesar de alguns trabalhos proporem
chaves taxonOGmicas que diagnostiguem fémeas (VAIRO et al, 2015), encontrar
caracteres diagndsticos confiaveis ainda é um desafio para esse grupo. Para tanto,
ferramentas moleculares de identificacdo de espécies vém sendo desenvolvidas
para auxiliar a taxonomia (AMENDT et al, 2004), em especial a dos grupos
utilizados para a estimativa do intervalo pés-morte (IPM) (SPERLING et al, 1994).

Amendt et al (2004) resgatam informacdes de diversos trabalhos, como por
exemplo as alteracbes do corpo em decomposicdo e as possiveis técnicas
utilizadas para descobrir o intervalo de tempo entre a morte do individuo e a sua
decomposicdo completa. Uma vez que técnicas forense e médico-legais, tais como
a medicdo da temperatura corporal ou analise do livor e rigor mortis, sé podem ser
feitos com certa medida de precisdo nos primeiros dias apds a morte, o uso de
informacdes obtidas pela andlise da presenca de certos insetos € de extrema
importancia, em especial quando o corpo € encontrado apoés trés dias da morte.
Estes autores ainda destacam a possibilidade da utlizagdo de ferramentas
moleculares para alcancar uma identificagdo rapida e confiavel dos insetos
necrofagos.

Rodriguez e Bass (1983) conduziram estudos sobre a colonizagdo de
insetos em cadaveres ao longo do tempo, de acordo com a época do ano e com 0s
estagios de decomposi¢do. Observou-se que a atracao do recurso sobre diferentes
insetos necrofagos muda de acordo com a sua degradacdo, sendo possivel
verificar uma sucessdo das familias de insetos associados. Individuos adultos da
familia Sarcophagidae sdo mais frequentes entre a fase de inchamento e de
deterioragdo do cadaver, mas sdo encontrados até mesmo na fase de seca. Essas
informacdes vém de encontro com estudos exclusivos com a familia
Sarcophagidae realizados a partir da decomposi¢cdo de uma carcaca de suino,
onde individuos adultos atraidos pela carcaca em fase de inchamento e de
deterioragdo somaram 86,2%, com presenca de individuos em todas as fases
(BARROS et al, 2008).
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O uso de diferentes ferramentas moleculares tem contribuido com pesquisas
dentro do ambito forense (e.g. ZEHNER et al, 2004; THYSSEN et al 2005; SONG
et al, 2008). Dentre esses, o DNA barcode vem ganhando destaque, sendo
utilizado para solucionar desde casos envolvendo investigacbes de morte (e.g.
RAJAGOPAL et al, 2012), até aqueles relacionados ao uso ilegal de espécies
ameacgadas em produtos para comercializagdo (e.g. PINTO et al, 2015).

Caterino et al (2000) analisaram os avancos tedricos e metodolégicos
referentes a dados sobre sequéncias de DNA, e reuniram informag¢des sobre os
taxons e regibes sequenciadas descritas em trabalhos de filogenia de insetos.
Entre os marcadores moleculares para DNA mitocondrial estdo a regido parcial da
subunidade | da citocromo oxidase (COl), da subunidade Il da citocromo oxidase
(COIl) e do gene 16S (16S). Quanto ao DNA nuclear, as regides mais utilizadas
sdo: regido intergénica | e 1l do DNA ribossomal (ITSI e ITSII), e regido parcial dos
genes 18S (18S) e 28S (28S). A utilizagdo destes marcadores é defendida pelos
autores que as consideram como complemento e refor¢o do valor dos dados
morfolégicos e ecoldgicos, fazendo contribuigbes substanciais para a biologia
evolutiva.

Existem poucos trabalhos utilizando dados moleculares sobre
Oxysarcodexia (KUTTY et al, 2010; MEIKLEJOHN et al, 2011; MARINHO et al,
2012; MEIKLEJOHN et al, 2012; MEEIKLEJOH et al, 2013; STAMPER et al, 2013;
PIWCZYNSKI et al, 2014); e dentre estes trabalhos apenas as espécies O. thornax,
O. varia, O. ventricosa, O. cingarus e O. avuncula sdo contempladas. Todos os
trabalhos incluiram COIl como marcador molecular, oferecendo informagfes para
futuras andlises de DNA Barcode ou ja aderindo ao método (MEIKLEJOHN et al,
2011; MEIKLEJOHN et al, 2012).

Kutty et al (2010) analisaram hipéteses filogenéticas para o clado
Calyptratae (Diptera: Cyclorrhapha) com énfase na superfamilia Oestroidea. Os
autores analisaram sequéncias de genes mitocondriais (12S, 16S, COI) e genes
nucleares (18S, 28S, CAD, fator de elongacdo-1a). A utilizacdo de marcadores
moleculares foi eficaz na separagdo entre os grupos. Apesar da espécie O. avucula
aparecer como Unica representante do género, varias espécies de sarcofagideos
foram utilizados para a andlise filogenética do grupo.

No trabalho de Meiklejohn et al (2011) foi utilizada a técnica de DNA

Barcode para a identificagcdo de sarcofagideos da Costa Leste da Austrélia. Os
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autores analisaram 85 individuos representando 16 espécies, incluindo a espécie
O. varia, obtendo um resultado positivo da utilizacdo do método para tal objetivo.
Este trabalho foi ampliado por Meklejohn et al (2012), que analisaram 580
espécimes representando 39 espécies de diversas regides da Australia. Apesar da
ampliacdo de dados, O. varia permaneceu sendo a Unica espécie representante do
género.

Apesar de mais focado em Calliphoridae, Marinho et al (2012) forneceram
uma andlise filogenética de Oestroidea a partir da observagdo das regides génicas
ITS2, 28S, COI e 16S. Apenas trés espécies de sarcofagideos foram consideradas
nesse estudo, dentre as quais O. thornax tendo sido analisadas as regides COIl e
16S. Como resultado, os autores obtiveram arvores filogenéticas que revelaram
relacdes consistentes para a maior parte dos grupos Calyptrate analisados. Todas
as familias de Oestroidea, incluindo Sarcophagidae, foram agrupadas como grupo
monofilético com alto suporte.

Meeiklejoh et al (2013) avaliaram a eficacia de trés fontes de dados para a
resolucdo de relagdes filogenéticas do género Sarcophaga: DNA Barcode, 800 pb
do gene nuclear CAD, e caracteristicas morfolégicas. Espécies de outros géneros
foram incluidas no teste de monofilia de Sarcophaginae, incluindo a espécie O.
varia. Os individuos dessa espécie agruparam como monofiléticos, com maior
proximidade de Tricharea sp.

Utilizando trés regides do DNA mitocondrial (COI, COIl e ND4) de 43
espécies de sarcofagideos, Stamper et al (2013) analisaram as relacdes
filogenéticas de Sarcophaginae. Nesse trabalho encontram-se O. ventricosa e O.
cingarus, grupo monofilético, considerado grupo irmdo de Ravinia, concordando
com o proposto por Roback (1954) e Pape (1996), o que faz com que sejam
inclusos dentro da subtribo Raviniina.

No trabalho de Piwczynski et al (2014) o objetivo foi avaliar a quantidade e a
qualidade de dados disponiveis no GenBank referentes a Sarcophagidae para a
reconstrucao filogenética. Além disso, tais dados moleculares foram utilizados para
elaboracdo de uma filogenia dessa familia. As espécies O. ventricosa, O. thornax e
0. avuncula foram incluidas na analise, onde se apresentaram como grupo
monofilético. Contradizendo os resultados de autores como Giroux et al (2010)

(flogenia baseada em caracteres morfolégicos) e Stamper (2013) (filogenia
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baseada em caracteres moleculares), Oxysarcodexia ndo aparece como grupo

irméo de Ravinia, mas de Blaesoxipha.



3 Material e Métodos

3.1 Coletae identificacdo dos espécimes

Os espécimes foram coletados mensalmente no periodo de marco de 2012 a
fevereiro de 2013 em trés ambientes diferentes (rural, silvestre e urbano) dos
municipios de Bagé (31°19'43"S: 56°6'26"W), Pelotas (31°46'29"S: 52°20'33"W) e
Piratini (31°26'32"S: 53°6'16"W), todos pertencentes ao estado do Rio Grande do
Sul (Figura 1). Essas localidades apresentam diferentes perfis fisiogeograficos
(Campanha, Planicie Costeira e Serra do Sudeste, respectivamente) (PILLAR et al,
2009). O ambiente rural é caracterizado pela presenca de animais de criacao;
ambiente silvestre se caracteriza como ambiente natural sem antropizagédo; e o

ambiente urbano é caracterizado pela modificacdo por acdes antropicas.
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Figura 1 - Mapa do Rio Grande do Sul — Brasil, destacando em amarelo os municipios onde os
espécimes foram coletados (Bagé, Pelotas e Piratini). Fonte: Google Earth (2013).
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Foram utilizadas armadilhas para coleta de insetos alados adaptadas por
Moretti et al (2009) (Apéndice B), as quais permaneceram expostas em ambiente
por 72 horas contendo em seu interior figado bovino, moela de frango e peixe em
decomposi¢do como isca atrativa. Em laboratério, o material foi triado, preservado
em etanol absoluto e armazenado a 4°C. Posteriormente, os individuos foram
identificados com auxilio de chaves taxonémicas (CARVALHO; MELLO-PATIU,
2008; BUENAVENTURA et al, 2009; VAIRO et al, 2011), usando método de
comparacdo com espécimes depositados na colecéo cientifica do Laboratério de
Entomologia do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da

UNICAMP, além de consulta especialistas.

3.2 Analise molecular

3.2.1 Extrag&o de DNA

O DNA de aproximadamente cinco individuos machos de cada uma das
nove espécies coletadas (O. paulistanensis, O. thornax, O. culmiforceps, O. varia,
0. admixta, O. avuncula, O. bicolor, O. riograndensis e O. terminalis) foi extraido
com o kit de extragdo de DNA DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen), totalizando
74 espécimes. A termindlia de cada macho foi conservada em etanol absoluto,

devidamente identificada e mantida no laboratério.

3.2.2 Amplificacéo e sequenciamento do fragmento de interesse

Para a andlise de DNA Barcode, foi amplificado o gene mitocondrial COI
utilizando o par de primers — LCO1490 5° GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG 3
e HCO2198 3' TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA 5’ —,descritos por Folmer et
al. (1994). As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25ul, com
aproximadamente 25ng de DNA, 1X de tampé&o, 2,5mM de MgCl,, 0,4 pmol/ul de
cada primer e 1U de Taqg DNA polimerase. O programa de PCR foi realizado da
seguinte forma: 3 min de desnaturacédo a 95°C, 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min de
anelamento a 48°C e 1,5 min de extensédo a 72°C, finalizando com uma etapa de

extensdo de 5 min a 72°C.
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Os produtos de PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose
1%, com as amostras coradas com GelRed (Biotium). Os produtos de PCR foram
purificados utilizando o kit QIAquick® PCR Purification (Qiagen, Valencia, CA,
USA). O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger na empresa

Macrogen (http://www.macrogen.com/eng).

3.2.3 Anélise dos dados moleculares

Ap6s a identificacdo das sequéncias, realizado no algoritmo BlastN
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), edicdo e tratamento das sequéncias,
realizado no programa Staden Package (STADEN, 1996), a matriz de sequéncias
foi montada no programa MEGA6 (TAMURA et al, 2013) e o alinhamento foi
realizado com o algoritmo ClustalW, inserido no MEGAG. Foi realizada uma analise
filogenética utilizando o método de distancia evolutiva Neighbor-Joining com o
modelo de evolugdo das sequéncias Kimura 2-parametros (K2P) (KIMURA, 1980),
conforme indicado pela técnica de DNA Barcode (HEBERT et al, 2003).
Sequéncias da espécie Ravinia advena (Walker, 1852) e Musca domestica
Linnaeus, 1758, obtidas no GenBank, foram utilizadas como grupo externo. As
divergéncias nucleotidicas intra e interespecificas foram analisadas utilizando o
programa MEGAG6. Além disso, realizamos uma analise de identificagdo automatica
de Barcode Gap por meio do algoritmo Automatic Barcode Gap Discovery (ABGD)
(PUILLANDRE et al, 2012) testando os limites de gap proposto pelo BOLD por
Hebert et al (2003) (3%), além de um intervalo mais baixo (2%) e mais alto (4%).

Para detectar e remover NUMTS das andlises (pseudogenes presentes no
genoma nuclear), as sequéncias de COI obtidas do GenBank foram traduzidas e
inspecionadas a procura de stop codons e erros de matriz de leitura. Em relacdo as
sequéncias geradas neste estudo, primeiramente verificou-se a identidade decada
sequéncia no BlastN. Como NUMTS tendem a evoluir sobre condigbes de
neutralidade, foi realizado um teste Z baseado em cddons para rejeitar ou aceitar a
hip6tese de neutralidade (dN=dS) e, consequentemente, aceitar ou rejeitar a
hipétese alternativa de selegéo purificadora (dN<dS), com variéncia calculada por
meio do teste de bootsrap (1000 réplicas) (ROBE et al, 2012). Esse teste foi
realizado no software Mega6 utilizando o método de evolucao das sequéncias de
Nei-Gojobori (NEI; GOJOBORI, 1986).


http://www.macrogen.com/eng).
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
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As andlises de comparacao entre as sequéncias foram realizadas utilizando-
se tanto andlises filogenéticas, como descrito anteriormente, quanto andlises de
haplotipos em network. Na analise de network, utilizou-se o algoritmo de Median-
joining networks por meio do programa Network 4.5.1.0 (BANDELT et al, 1999)
(disponivel em http://www.fluxus-engineering.com/). Através deste tipo de analise,
as relagbes das sequéncias entre diferentes pontos de coleta e as variabilidades
genéticas puderam ser vistas. As variabilidades genéticas foram analisadas em
termos de substituicbes sindnimas por sitios sinbnimos — dS; calculado no
programa MEGAG6. Assim como nas demais andlises, outros programas foram
avaliados quanto a eficacia.

Todas as sequéncias geradas nesse estudo e utilizadas nas analises foram
depositadas no BOLD/Genbank, cujos codigos de acesso estdo inclusos no
Apéndice C.


http://www.fluxus-engineering.com/

4 Resultados

4.1 Identificacdo de espécies

Foram coletados ao todo 348 individuos machos adultos pertencentes ao
género Oxysarcodexia, identificados morfologicamente conforme demonstrado na

tabela 1.

Tabela 1 -Individuos machos adultos de Oxysarcodexia spp coletados nos municipios de Bagé,
Pelotas e Piratini e nUmero de sequéncias analisadas por espécie/localidade. Espécimes néo
coletados e sequéncias ndo geradas estéo representados por “-*

Bagé Pelotas Piratini
Espécies Total Sequéncias Total Sequéncias Total Sequéncias
coletado analisadas coletado analisadas coletado analisadas
O. paulistanensis 53 05 50 05 63 05
O. thornax 04 02 09 01 39 05
O. culmiforceps 33 04 28 05 34 05
O. varia 06 - 03 03 07 05
O. admixta - - 01 01 - -
O. avuncula - - - - 01 01
O. bicolor - - - - 03 01
O. riograndensis - - 09 07 - -
O. terminalis 01 01 - - 03 -
O. injuncta - - - - 01 -

Dentre as espécies coletadas, O. paulistanensis foi a mais abundante, com
um total de 166 individuos para os trés municipios. As espécies O. admixta, O.
avuncula, O. bicolor e O. terminalis se destacam como novos registros para o Rio
Grande do Sul.

4.2 Analises das sequéncias
Foi amplificado um fragmento de 687pb do gene mitocondrial COIl de 60

individuos de nove espécies de Oxysarcodexia (Apéndice A). Esse fragmento

apresenta 161 sitios varidveis, sendo que 134 foram considerados caracteres
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parcimoniosamente informativos. As frequéncias dos nucleotideos adenina e timina
foram altas (65,8%), mas proximo do valor esperado de 50%, e a composicao
nucleotidica consiste em 29,4% de adenina, 17,8% de citosina, 16,3% de guanina e
36,4% de timina. Os testes para a identificacdo de NUMTS rejeitaram a hipotese
gue as sequéncias estdo evoluindo por neutralidade (dN=dS) e de selegao positiva

(dN>dS), confirmando que nossas sequéncias sao mitocondriais.

4.3 Anédlise de DNA Barcode

4.3.1 Analise de identificac&o de Operational Taxonomic Units (OTUS)

A arvore filogenética, gerada pelo método evolutivo Neighbor-Joining para as
andlises da relacdo de monofilia entre as sequéncias estudadas de Oxysarcodexia,
permitiu observar agrupamentos de clados monofiléticos pertencentes & mesma
espécie, como havia sido identificado a partir da observacdo morfologica dos

caracteres anatémicos, com o suporte dos ramos variando em 99-100% (Figura 2).
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Figura 2 - Arvore filogenética consenso gerada a partir da analise de 59 individuos de
Oxysarcodexia, considerando o método evolutivo Neighbor-Joining e, como modelo de evolucao das
sequéncias, o modelo Kimura 2-parametros (K2P). Grupos externos: Ravinia advena e Musca

domestica. Os suportes de ramos estéo representados quando superiores a 50.
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4.3.2 Identificacdo de Barcode Gap de analise por divergéncia genética

As analises de divergéncia interespecificas e intraespecificas estéo,
respectivamente, representadas nas tabelas 2. De uma forma geral, os valores de
divergéncia interespecifica variaram de 4,2 a 12,5% (O. varia e O. thornax) (Tabela
2). As divergéncias intraespecificas variaram entre 0,2% (O paulistanensis) e 1,2%
(O. culmiforceps) (SE = 0,2%). No entanto, ndo foi possivel analisar esse recurso
para espécies com apenas um especime processado, como foi o caso de O.

admixta, O. bicolor e O. terminalis.

Tabela 2—Valores de divergéncia interespecifica (abaixo da diagonal central), e valores de
divergéncia intraespecifica (em negrito, na diagonal central) das sequéncias agrupadas por
identificagdo morfolégica, em comparagces par a par, utilizando modelo evolutivo Kimura 2-
parametros (%).

Espécies O.ad O.av O.bi O.cu O.pa O.ri O.th O.va O.te
O.ad *
O.av 7,6 *
O.bi 8,5 7,6 *
O.cu 10,1 8,7 6,3 1,2
O.pa 6,5 9,5 8,4 9,9 0,2
O.ri 6,7 8,9 9,4 9,3 4,2 0,2
O.th 9,8 8,3 4,4 5,8 9,6 9,4 0,5
O.va 9,6 10,3 11,0 11,9 10,2 10,7 12,5 0,5
O.te 9,6 9,1 10,6 11,8 11,2 12,0 11,6 6,7 *

* valor ndo calculado por haver apenas uma sequéncia representante.
0O.ad = Oxysarcodexia admixta, O.av = O. avuncula, O.bi = O. bicolor, O.cu = O. culmiforceps, O.pa
= O. paulistanensis, O.ri = O. riograndensis, O.th = O. thornax, O.va = O. varia, O.te = O. terminalis

A figura 3 apresenta os dados da tabela 2 de forma a possibilitar a
identificacdo de potenciais valores de Barcode gap. Podemos identificar que
nossos resultados apresentam um gap entre os valores de divergéncia genética
intraespecificos e interespecificos entre 2,1% e 4,0%. Nesta etapa, consideramos

3,05% como valor médio de gap encontrado por esta metodologia.
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Figura 3 — Distribuicdo das comparac@es de divergéncia genética em intervalos de valores em
porcentagem. Divergéncias intraespecificas representadas em cinza escuro. Divergéncias
interespecificas representadas em cinza claro.

4.3.3 Analise de identificacdo automatica de Barcode Gap

Todos os valores de Barcode Gap testados no programa ABGD (2%, 3% e
4%) geraram nove possiveis agrupamentos de potenciais espécies (Apéndice D). O
intervalo de divergéncia genética entre os valores de divergéncia intraespecifica e
interespecifica (Barcode gap) gerado pelos dados obtidos neste estudo (Figura 3)
foi de 2,1% a 4%, portanto a média foi de 3,05%. N&o testamos este valor como
gap no programa ABGD por ser uma informacgédo redundante. Na tabela 1 do
apéndice D foi possivel perceber que, na grande maioria dos agrupamentos, houve
distincdo das sequéncias em nove potenciais espécies. Quando se observa os
agrupamentos de espécies considerando distancias muito baixas, verifica-se a
presenca de 10 potenciais espécies, sendo que Oxysarcodexia culmiforceps se
dividiu em dois grupos.

4.3.4 Analise de rede de haplotipos

Foram gerados ao todo 48 haplétipos dentre as 60 sequéncias analisadas,

com alta diversidade haplotipica (97,7%), 141 sitios polimérficos e diversidade
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nucleotidica (1) de 7,2% (Figura 4), com visivel separacdo entre as espécies.
Observa-se que a menor variacéo interespecifica ocorreu entre O. paulistanensis e
O. riograndensis, com 22 passos mutacionais, seguido de O. thornax e O. bicolor,
com 25 passos mutacionais. JA a espécie com maior variacdo mutacional
intraespecifica € O. culmiforceps, com 13 passos mutacionais (Figura 4).
Verifica-se que na analise de network as espécies O. paulistanensis e O.
riograndensis ficam proximas, assim como na arvore filogenética. As espécies O.
varia e O. terminalis também estdo proximas em ambas as analises. Observa-se
ainda que a menor variacdo de divergéncia genética interespecifica ocorreu entre
O. paulistanensis e O. riograndensis, com 22 passos mutacionais (4,2%), seguido

de O. thornax e O. bicolor, com 25 passos mutacionais (4,4%) (Tabela 2; Figura 4).
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Figura 4. Rede de haplétipos do gene COI de espécies do género Oxysarcodexia. A frequéncia dos
haplétipos é proporcional ao tamanho dos circulos. As cores dos circulos representam as seguintes
espécies: O. admixta (azul claro), O. avuncula (preto), O. bicolor (rosa escuro), O. culmiforceps
(verde), O. paulistanensis (amarelo), O. terminalis (cinza), O. thornax (azul), O. riograndensis
(laranja) e O. varia (rosa claro). Os passos mutacionais foram representados nessa figura quando
superiores a 10.



5 Discusséao

A regido nucleotidica gerada neste estudo esta dentro do esperado para a
regido COl do DNA mitocondrial para insetos, incluindo no que diz respeito a
frequéncia de adenina e timina (HEBERT et al, 2003). Da mesma forma, a
proporgdo de sitios variaveis encontrados para as espécies de Oxysarcodexia aqui
investigadas (~ 23,4%) seguiu o padréo relatado para a mesma regido génica de
outras espécies de sarcofagideos: aproximadamente 24% (a partir de um
fragmento COIl de 296 pb, com 71 sitios variaveis) (BAJPAI; TEWARI, 2010) e
aproximadamente 36% (a partir de um fragmento de COI de 465 pb, com 123 sitios
variaveis) (SHARMA et al, 2015).

De acordo com o proposto por alguns autores, Oxysarcodexia esta
distribuido em cinco agrupamentos morfologicos: “grupo paulistanensis” (LOPES,
1973; 1975b), “grupo peltata” (LOPES, 1975a; TIBANA; MELLO, 1983), “grupo
thornax” (LOPES, 1976), “grupo ventricosa” (LOPES, 1975a) e “grupo xarcophaga”
(LOPES, 1975a; SOARES; MELLO-PATIU, 2010). Os agrupamentos moleculares
obtidos dentro dos clados da arvore filogenética (Figura 2), para algumas espécies,
mantiveram uma correspondéncia esperada com seus respectivos agrupamentos
morfolégicos, por exemplo, O. paulistanensis e O. riograndensis pertencentes ao
grupo “paulistanensis”. Por outro lado, espécies que nado estéo incluidas em um
grupo morfolégico, mas que apresentam similaridade nesse aspecto foram
agrupadas, como por exemplo, O. terminalis e O. varia.

Apesar da possibilidade de se estabelecer uma relagdo entre alguns grupos
morfoldégicos e moleculares, algumas espécies apresentaram agrupamentos nao
esperados. Oxysarcodexia avuncula e O. ventricosa, por exemplo, agrupadas
morfologicamente dentro do grupo “ventricosa” juntamente com O. admixta, que
ficaram em clados distantes (Figura 2).

Segundo o proposto por Hebert et al (2003), uma divergéncia interespecifica
com valor acima de 3% seria suficiente para gerar um gap entre duas espécies, ou
seja, para que se possa separar uma espécie de outra. Apesar de alguns estudos

demonstrarem que este valor varia de acordo com o organismo estudado, e outros
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guestionarem até mesmo a sua existéncia, para dipteros parece que este limiar se
mantém (MEIER et al, 2008). Neste estudo, todas as divergéncias interespecificas
se apresentaram com valores acima de 3% (Tabela 2; Figura 3), ou seja, pelo
método DNA Barcode confirma-se que se trata de espécies distintas. E esses
dados foram confirmados com a analise de ABGD. Varios estudos que vém
considerando este valor, proposto pelo método aqui adotado, tém obtido resultados
satisfatorios para espécies de Sarcophagidae (MEIKLEJOHN et al, 2011,
MEIKLEJOHN et al 2012). Meiklejohn et al (2012), por exemplo, conseguiram
separar espécies de alguns géneros de Sarcophagidae, com divergéncias
interespecificas variando entre 3,75-11,23%, com excecdo de Sarcophaga
megafilosia e S. meiofilosia, com 2,81% de divergéncia, sugerindo uma divergéncia
recente.

Quanto as divergéncias intra-especificas, todos os valores foram abaixo do
preconizado pelo DNA Barcode, resultado esperado, visto que cada valor é gerado
para individuos que pertencem a uma mesma espécie. Em outros estudos, é
possivel encontrar diferentes intervalos de divergéncias intraespecificas, tais como
0-1,5% (MEIKLEJOHN et al, 2011) e 0-12,8% (MEIKLEJOHN et al, 2012). Neste
altimo, chegou-se a conclusdo de que a espécie que apresenta uma alta
divergéncia intraespecifica (Sarcophaga bancroftorum), na verdade, representa
mais de uma espécie.

Em relacdo a analise de haplétipos, o alto nimero de haplétipos gerados se
deve a grande diversidade entre as sequéncias analisadas. Isto vai ao encontro
com o observado na divergéncia intra-especifica (Tabela 2) e na formagédo de
clados na arvore filogenética (Figura 2). Oxysarcodexia paulistanensis pode ser
considerada a espécie cujos individuos apresentam menor divergéncia, pois além
dos haplétipos estarem separados por poucos passos mutacionais, um haplotipo se
destaca sendo relacionado com oito individuos.

Apesar de O. thornax ter se distinguido de O. bicolor por poucos passos
mutacionais (Figura 4) e, por estarem relacionados em um clado com suporte
abaixo de 80% na arvore filogenética (Figura 2), € possivel que a falta de
amostragem explique o baixo suporte que agrupa essas espécies.

Quanto a O. culmiforceps, verifica-se que dois individuos se distanciam dos
demais da espécie com 13 passos mutacionais (Figura 4) e 1,2% de divergéncia

intraespecifica (Tabela 2). A arvore filogenética também representa esta diferenca
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ao separar esses especimes em dois clados (Figura 2). Isto, potencialmente, é
consequéncia da alta divergéncia intraespecifica desta espécie (Tabela 2),
verificado também pela separacdo desses individuos como espécie potencial na
andlise de ABGD (Apéndice D).

Por fim, é possivel verificar que ha uma falta de amostragem para que
se possam definir relagbes com O. admixta e O. avuncula. Mesmo assim, cabe
ressaltar que, independentemente dos resultados para relacdes entre espécies, as
andlises foram eficazes para distingdo de espécies. Por outro lado, utilizando a
andlise de rede de haplotipos, foi impossivel determinar alguma relagdo das

amostras com a sua origem geogréfica.



6 Conclusdes

Ao final deste estudo, verificou-se a diferenciacdo interespecifica de
espécies de Oxysarcodexia com 687pb, concluindo-se que o método de DNA
barcode é eficaz para a separagdo das diferentes espécies, sendo uma potencial

alternativa a identificagdo de fémeas e imaturos
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Apéndice A - Individuos machos adultos das espécies de Oxysarcodexia

utilizadas neste estudo

- A
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Figura 1A - Individuos adultos de Oxysarcodexia, a direita, e a
aproximacdo da genitdlia masculina exposta, carater diagnéstico para
espécies de Sarcophagidae, a esquerda. A = O. admixta; B = O.
avuncula; C = O. bicolor; D = O. culmiforceps; E = O. paulistanensis; F =
O. riograndensis; G = O. terminalis; H = O. thornax; | = O. varia. Fonte:
SOUZA, 2015
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Apéndice B — Armadilha de coleta

Figura 1B — Armadilha de coleta de insetos
alados adaptadas p6 Moretti et al (2009)
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Apéndice C — Dados dos espécimes analisados neste estudo

Tabela 1C — Informag@es sobre os espécimes investigados nesse estudo

#Acesso BOLD/

Espécies Cadigo do espécime Localidade Voucher GenBank
Oxysarcodexia admixta (Lopes, 1933) Oadmixta Pel 1 Pelotas, Ri%gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 115 KT762624
Oxysarcodexia avuncula (Lopes, 1933) Oavuncula Pir 1 Piratini, Riggg?lnde do Sul, ZUEC DIP 117 KT799777
Oxysarcodexia bicolor Lopes, 1946 Obicolor Pir 1 Piratini, Riggg?lnde do Sul, ZUEC DIP 118 KT799778
Oxysarcodexia culmiforceps Dodge, 1966 Oculmiforceps Bag 1 Bage, RioBGr;z“de do Sul, ZUEC DIP 134 KT808268
0. culmiforceps Oculmiforceps Bag 2 Bage, RiOB‘f;‘;‘ﬂde dosul. zyecpip1ss KT821070
0. culmiforceps Oculmifarceps Bag 3 Bage, RiOB‘f;‘;‘ﬂde dosul. zyecpip 136 KT821071
0. culmiforceps Oculmifarceps Bag 4 Bage, RioBf;‘;‘ﬂde dosul. Zuecpip 137 KT821072
0. culmiforceps Oculmiforceps Pel 1 Pelotas, Ri%gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 129 KT821073
0. culmiforceps Oculmiforceps Pel 2 Pelotas, Ri;gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 130 KT821074
0. culmiforceps Oculmiforceps Pel 3 Pelotas, Ri;gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 131 KTB21075
0. culmiforceps Oculmiforceps Pel 4 Pelotas, Ri;gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 132 KT821076
0. culmiforceps Oculmiforceps Pel 5 Pelotas, Ri;gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 133 KT821077
0. culmiforceps Oculmiforceps Pir 1 Piratini, Ri;gg?lnde do Sul, ZUEC DIP 124 KT832536
0. culmiforceps Oculmiforceps Pir 2 Piratini, Rio Grande do Sul, ZUEC DIP 195 KT832537

Brasil



Oculmiforceps Pir 3 Piratini, Rio Grande do Sul, KT832538

O. culmiforceps . ZUEC DIP 126
Brasil
Oculmiforceps Pir 4 Piratini, Rio Grande do Sul,
O. culmiforceps P Brasil ZUEC DIP 127 KT832539
Oculmiforceps Pir 5 Piratini, Rio Grande do Sul,
O. culmiforceps P Brasil ZUEC DIP 128 KT832540
Oxysarcodexia paulistanensis Mattos, 1919 Opaulistanensis Bag 1 Bage, RloBGr;z“de do Sul, ZUEC DIP 138 KT864706
0. paulistanensis Opaulistanensis Bag 2 Bage, R'OB‘f;‘;‘ﬂde dosul. 7yec pip 139 KT864707
0. paulistanensis Opaulistanensis Bag 3 Bage, R'OB‘fgzﬂde dosul. Zuec pip 140 KT864708
0. paulistanensis Opaulistanensis Bag 4 Bage, R'OB‘f;‘;‘ﬂde dosul. Zyuec pip 141 KT864709
0. paulistanensis Opaulistanensis Bag 5 Bage, R'OB‘f;‘;‘ﬂde dosul. 7yecpip 142 KT864710
. . Opaulistanensis Pel 1 Pelotas, Rio Grande do Sul,
O. paulistanensis Brasil ZUEC DIP 143 KT864711
Opaulistanensis Pel 2 Pelotas, Rio Grande do Sul,
O. paulistanensis P Brasil ZUEC DIP 144 KT878388
Opaulistanensis Pel 3 Pelotas, Rio Grande do Sul,
O. paulistanensis P Brasil ZUEC DIP 145 KT878389
. . . . Pelotas, Rio Grande do Sul,
O. paulistanensis Opaulistanensis Pel 4 Brasil ZUEC DIP 146 KT878390
Pelotas, Rio Grande do Sul,
O. paulistanensis Opaulistanensis Pel 6 Brasil ZUEC DIP 148 KT878391
0. paulistanensis Opaulistanensis Pir 1 Piratini, ngggﬁnde do Sul, ZUEC DIP 149 KT878392
0. paulistanensis Opaulistanensis Pir 2 Piratini, ngggﬁnde do Sul, ZUEC DIP 150 KT878393
0. paulistanensis Opaulistanensis Pir 3 Piratini, ngggﬁnde do Sul, ZUEC DIP 151 KT878394
0. paulistanensis Opaulistanensis Pir 4 Piratini, ngggﬁnde do Sul, ZUEC DIP 152 KT878395
0. paulistanensis Opaulistanensis Pir 5 Piratini, Rio Grande do Sul, ZUEC DIP 153 KT878396

Brasil



Oxysarcodexia riograndensis Lopes, 1946

O. riograndensis
O. riograndensis
O. riograndensis
O. riograndensis
O. riograndensis

O. riograndensis

Oxysarcodexia terminalis Wiedemann, 1830

Oxysarcodexia thornax Walker, 1849

O. thornax

O. thornax

O. thornax

O. thornax

O. thornax

O. thornax

O. thornax

Oxysarcodexia varia Walker, 1836

0. varia

Oriograndenisis Pel 1
Oriograndenisis Pel 2
Oriograndenisis Pel 3
Oriograndenisis Pel 4
Oriograndenisis Pel 5
Oriograndenisis Pel 6

Oriograndenisis Pel 7

Oterminalis Bag 1

Othornax Bag 1
Othornax Bag 2

Othornax Pel 1

Othornax Pir 1
Othornax Pir 2
Othornax Pir 3

Othornax Pir 4
Othornax Pir 5

Ovaria Bag 1

Ovaria Bag 2

Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,

ZUEC DIP 155

ZUEC DIP 156

ZUEC DIP 157

ZUEC DIP 158

ZUEC DIP 159

ZUEC DIP 160

ZUEC DIP 161

ZUEC DIP 162

ZUEC DIP 163

ZUEC DIP 164

ZUEC DIP 165

ZUEC DIP 167

ZUEC DIP 168

ZUEC DIP 169

ZUECDIP 170

ZUECDIP 171

ZUECDIP 172
ZUECDIP 173

KT878397

KT878398

KT878399

KT878400

KT878401

KT878402

KT878403

KT878404

KT878405

KT878406

KT878407

KT878408

KT878409

KT878410

KT878411

KT878412

KT832541
KT832542
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0.
0.
Ravinia advena (Walker, 1852)"

Musca domesticaLinnaeus, 1758* * ©

. varia

. varia

. varia

. varia

. varia

. varia

. varia

. varia

varia

varia

Ovaria Bag 3
Ovaria Bag 4
Ovaria Bag 5

Ovaria Pel 1
Ovaria Pel 2

Ovaria Pir 1
Ovaria Pir 2
Ovaria Pir 3
Ovaria Pir 4

Ovaria Pir 5

Ravinia advena

Musca domestica

Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Pelotas, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Piratini, Rio Grande do Sul,
Brasil
Bagé, Rio Grande do Sul,
Brasil

United States of America

ZUECDIP 174

ZUEC DIP 175

ZUECDIP 176

ZUECDIP 177

ZUECDIP 178

ZUEC DIP 180

ZUEC DIP 181

ZUEC DIP 182

ZUEC DIP 183

ZUECDIP 184

ZUEC DIP 185

KT832543

KT832544

KT832545

KT832546

KT832547

KT832548

KT832549

KT832550

KT832551

KT832552

KT832553

KC617838

49



50

Apéndice D — Resultado gerado pelo Automatic Barcode Gap Discovery

Tabela 1D - Resultado da analise de identificacdo automatica de Barcode Gap pelo Automatic
Barcode Gap Discovery — 1%, 3% e 4% de valor relativo de gap

Combinacdo Grupo Espécies discriminadas
1 O.paulistanensis_Pel_6
O.thornax_Pir_1; O.thornax_Pir_2; O.thornax_Pir_3; O.thornax_Pir_4;
2 O.thornax_Pir_5; O.thornax_Pel_1; O.thornax_Bag_1; O.thornax_Bag_2
O.culmiforceps_Pel_1; O.culmiforceps_Pel_2; O.culmiforceps_Pel_3;
3 O.culmiforceps_Pel_4; O.culmiforceps_Pel_5; O.culmiforceps_Pir_2;

O.culmiforceps_Pir_4; O.culmiforceps_Pir_5; O.culmiforceps_Bag_1;
O.culmiforceps_Bag_2; O.culmiforceps_Bag_3; O.culmiforceps_Bag_4;
O.varia_Pir_1, O.varia_Pir_2; O.varia_Pir_3; O.varia_Pir_4;

4 O.varia_Pir_5; O.varia_Pel_1; O.varia_Pel_2; O.varia_Bag_1;
O.varia_Bag_2; O.varia_Bag_3; O.varia_Bag_4; O.varia_Bag_5
O.admixta_Pel_1

O.avuncula_Pir_1

7 O.bicolor_Pir_1
1 O.riograndensis_Pel_1; O.riograndensis_Pel_2; O.riograndensis_Pel_3;
8 O.riograndensis_Pel_4; O.riograndensis_Pel_5; O.riograndensis_Pel_6;
O.riograndensis_Pel_7
9 O.terminalis_Bag_1
O.paulistanensis_Pir_2; O.paulistanensis_Pir_4; O.paulistanensis_Pir_5;
10 O.paulistanensis_Bag_1; O.paulistanensis_Bag_2;
O.paulistanensis_Bag_4; O.paulistanensis_Bag_5;
11 O.paulistanensis_Pel_3
12 O.paulistanensis_Pel_4
13 O.paulistanensis_Bag_3
14 O.paulistanensis_Pel_1
15 O.paulistanensis_Pel_2
16 O.paulistanensis_Pir_1
17 O.paulistanensis_Pir_3
18 O.culmiforceps_Pir_1; O.culmiforceps_Pir_3
O.paulistanensis_Pel_1; O.paulistanensis_Pel_2;
O.paulistanensis_Pel_3; O.paulistanensis_Pel_4;
O.paulistanensis_Pel_6; O.paulistanensis_Pir_1;
2 304 1 O.paulistanensis_Pir_2; O.paulistanensis_Pir_3; O.paulistanensis_Pir_4;
O.paulistanensis_Pir_5; O.paulistanensis_Bag_1;
O.paulistanensis_Bag_2; O.paulistanensis_Bag_3;

O.paulistanensis_Bag_4; O.paulistanensis_Bag_5
2 O.thornax_Pir_1; O.thornax_Pir_2; O.thornax_Pir_3; O.thornax_Pir_4;
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5 6,7e8

10

O.thornax_Pir_5; O.thornax_Pel_1; O.thornax_Bag_1; O.thornax_Bag_2
O.culmiforceps_Pel_1; O.culmiforceps_Pel_2; O.culmiforceps_Pel_3;
O.culmiforceps_Pel_4; O.culmiforceps_Pel_5; O.culmiforceps_Pir_2;
O.culmiforceps_Pir_4; O.culmiforceps_Pir_5; O.culmiforceps_Bag_1;
O.culmiforceps_Bag_2; O.culmiforceps_Bag_3; O.culmiforceps_Bag_4;
O.varia_Pir_1, O.varia_Pir_2; O.varia_Pir_3; O.varia_Pir_4;
O.varia_Pir_5; O.varia_Pel_1; O.varia_Pel_2; O.varia_Bag_1;
O.varia_Bag_2; O.varia_Bag_3; O.varia_Bag_4; O.varia_Bag_5
O.admixta_Pel_1

O.avuncula_Pir_1

O.bicolor_Pir_1

O.riograndensis_Pel_1; O.riograndensis_Pel_2; O.riograndensis_Pel_3;
O.riograndensis_Pel_4; O.riograndensis_Pel_5; O.riograndensis_Pel_6;
O.riograndensis_Pel_7

O.terminalis_Bag_1

O.culmiforceps_Pir_1; O.culmiforceps_Pir_3

O.paulistanensis_Pel_1; O.paulistanensis_Pel_2;
O.paulistanensis_Pel_3; O.paulistanensis_Pel_4;
O.paulistanensis_Pel_6 O.paulistanensis_Pir_1; O.paulistanensis_Pir_2;
O.paulistanensis_Pir_3; O.paulistanensis_Pir_4; O.paulistanensis_Pir_5;
O.paulistanensis_Bag_1; O.paulistanensis_Bag_2;
O.paulistanensis_Bag_3; O.paulistanensis_Bag_4;
O.paulistanensis_Bag_5

O.thornax_Pir_1; O.thornax_Pir_2; O.thornax_Pir_3; O.thornax_Pir_4;
O.thornax_Pir_5; O.thornax_Pel_1; O.thornax_Bag_1; O.thornax_Bag_2
O.culmiforceps_Pel_1; O.culmiforceps_Pel_2; O.culmiforceps_Pel_3;
O.culmiforceps_Pel_4; O.culmiforceps_Pel_5; O.culmiforceps_Pir_1;
O.culmiforceps_Pir_2;  O.culmiforceps_Pir_3;  O.culmiforceps_Pir_4;
O.culmiforceps_Pir_5; O.culmiforceps_Bag_1; O.culmiforceps_Bag_2;
O.culmiforceps_Bag_3; O.culmiforceps_Bag_4

O.varia_Pir_1, O.varia_Pir_2; O.varia_Pir_3; O.varia_Pir_4;
O.varia_Pir_5; O.varia_Pel_1; O.varia_Pel_2; O.varia_Bag_1;
O.varia_Bag_2; O.varia_Bag_3; O.varia_Bag_4; O.varia_Bag_5
O.admixta_Pel_1

O.avuncula_Pir_1

O.bicolor_Pir_1

O.riograndensis_Pel_1; O.riograndensis_Pel_2; O.riograndensis_Pel_3;
O.riograndensis_Pel_4; O.riograndensis_Pel_5; O.riograndensis_Pel_6;
O.riograndensis_Pel_7

O.terminalis_Bag_1









