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RESUMO

O desenvolvimento da entomologia forense no pais tem sido concretizado pelos estudos de
insetos das ordens Diptera e Coleoptera, sendo os dipteros considerados o principal grupo
de interesse médico legal. Geralmente, o primeiro grupo de insetos a colonizar um cadaver
sd0 as varejeiras, mais especificamente, as moscas da familia Calliphoridae e
Sarcophagidae, seguido do grupo Fanniidae, presente no quarto e quinto estagio de
decomposicdo do cadaver. Ao se estabelecer as principais diretrizes e metas da
entomologia forense no Brasil, destacou-se a necessidade do conhecimento taxondmico
dos grupos de interesse forense, uma vez que, sem essas informacdes, ndo é possivel
realizar a identificacdo segura das espécies. Em casos de espécies proximas
evolutivamente, por exemplo, os caracteres morfoldgicos podem ser insuficientes para
diferencia-las, sendo necessarios outros métodos de analise para auxiliar na categorizagédo
distinta dos tdxons como, por exemplo, anélises citogenéticas e moleculares. Assim como
pode ocorrer erros na distingdo entre as moscas adultas (0 que levou a diversas
sinonimizacdes de espécies dos grupos Sarcophagidae e Fanniidae), para distinguir as
larvas € um processo ainda mais complicado, por apresentarem uma morfologia
extremamente similar. Dessa forma, o presente projeto teve como objetivo descrever as
caracteristicas citogenéticas de larvas de terceiro instar de Fannia sabrosky (Seago, 1954)
(Fanniidae) e Peckia (Squamatodes) ingens (Walker, 1849) (Sarcophagidae) e comparar
com os dados citogenéticos descritos na literatura para todas outras espécies da ordem
Diptera de importancia forense, com énfase bioldgica (biologia reprodutiva), taxonémica
(citotaxondmica e cariossistematica) e evolutiva. Nossos resultados demonstraram que P.
(S.) ingens (2n=10) e F. sabrosky (2n=14) possuem cari6tipos incomuns quando
comparados as outras varejeiras (2n = 12), o que possibilita distingui-las de outros
sarcofagideos, califorideos e muscideos presentes na fauna cadavérica. P. (S.) ingens e F.
sabrosky também puderam ser diferenciadas pelas analises citogenéticas do cromocentro,
da heterocromatina, do nucléolo e da atividade transcricional. Além disso, caracterizamos
pela primeira vez as fases de espermatogénese dessas espécies, destacando a importancia

dessas ferramentas para a entomologia forense.

Palavras-chave: Entomologia forense, Fannia sabrosky, Peckia (Squamatodes) ingens,
Varejeiras, Cromossomos, Espermatogénese.
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ABSTRACT

The development of the forensic entomology in the country has been concretized by the
insect studies of the orders Diptera and Coleoptera, being dipterous considered the main
group of legal medical interest. Generally, the first group of insects to colonize a corpse are
the blowflies, more specifically the flies of the family Calliphoridae and Sarcophagidae,
followed by the group Fanniidae, present in the fourth and fifth stage of decomposition of
the corpse. When establishing the main guidelines and goals of forensic entomology in
Brazil, the need for taxonomic knowledge of forensic interest groups was emphasized,
since, without this information, it is not possible to carry out the safe identification of the
species. In cases of evolutionarily close species, for example, morphological characters
may be insufficient to differentiate them, and other methods of analysis are necessary to
aid in the distinct categorization of taxa such as cytogenetic and molecular analyzes. As
errors can occur in the distinction between adult flies (which led to several species
synonyms of Sarcophagidae and Fanniidae), to distinguish the larvae is an even more
complicated process, because they present an extremely similar morphology. Thus, the
present project aims to describe the cytogenetic characteristics of larvae from the third
instar of Fannia sabrosky (Seago, 1954) (Fanniidae) and Peckia (Squamatodes) ingens
(Walker, 1849) (Sarcophagidae) and compare it with the cytogenetic data described in the
literature for all other species of the order Diptera of forensic importance, with biological
emphasis (reproductive biology), taxonomic (cytotaxonomic and karyosystematic) and
evolutionary. Our results showed that P. (S.) ingens (2n = 10) and F. sabrosky (2n = 14)
have uncommon karyotypes when compared to others blowflies (2n = 12), which makes it
possible to distinguish them from others sarcophagids, calliphorids and muscids present in
the cadaverous fauna. P. (S.) ingens and F. sabrosky could also be differentiated by
cytogenetic analyzes of chromocenter, heterochromatin, nucleolus and transcriptional
activity. In addition, we characterize for the first time the phases of spermatogenesis of

these species, highlighting the importance of these tools for forensic entomology.

Key-words: Forensic entomology, Fannia sabrosky, Peckia (Squamatodes) ingens,
Blowflies, Chromosomes, Spermatogenesis.
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1 Introducédo

A entomologia forense é caracterizada como a ciéncia aplicada ao estudo dos
insetos, acaros e outros artropodes na medicina legal (BALTAZAR et al., 2011). O estudo
da entomofauna cadavérica, baseado na sucessdo entomoldgica da carcaga, € a aplicacdo
mais importante da entomologia forense. A diferenca na exploracdo do cadaver, ao longo
de cada etapa de decomposi¢cdo, em conjunto com o conhecimento do tempo ocupado por
cada estagio de desenvolvimento do inseto no cadaver (levando em consideracdo aspectos
abidticos), possibilitam a utilizagdo desses invertebrados para auxiliar na estimativa do
intervalo pds-morte, ou mais conhecido como “intervalo post-mortem” (CATTS; GOFF,
1992; OLIVEIRA-COSTA, 2011).

Geralmente, o primeiro grupo de insetos a colonizar um cadaver sdo as varejeiras
causadoras de miiases secundarias, tendo habitos saprofagos, podendo ser parasitas
facultativos ou obrigatdrios. Muitas dessas moscas sdo de grande importancia médico-
veterinaria no Brasil devido ao seu papel como principais insetos-pragas e vetores de
patdgenos, além de serem consideradas importantes evidéncias legais na entomologia
forense (AZEREDO-ESPIN; LESSINGER, 2006).

Desse modo, os grupos de insetos da familia Calliphoridae, Sarcophagidae e
Muscidae se caracterizam por estarem presentes nos estagios iniciais de decomposicao,
colonizando o cadaver de duas a trés horas ap0s sua exposicdo, sendo atraidos pelos odores
e gases liberados durante o processo pds-morte de decomposicdo da matéria orgénica. J& 0s
grupos de insetos da familia Sphaeroceridae, Piophilidae, Fanniidae e Phoridae estdo,
normalmente, presentes no quarto e quinto estagio, em que sdo atraidos pelas gorduras
rancosas (fermentacdo butirica) e fermentacdo amoniacal, com deterioracdo do tecido
podre, ocorrendo de trés a seis meses ap6s a morte do individuo (CAMPOBASSO et al.,
2001).

As varejeiras do género Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) sdo um exemplo de
moscas que além de transmitirem doencas humanas (MONZON et al., 1991; LINDSAY et
al., 2012), e serem usualmente as primeiras a colonizarem o cadaver, estdo presentes em
maior abundancia na fauna cadavérica (CARVALHO et al., 2004). Entre as espécies do
género Chrysomya, C. albiceps (Wiedemann, 1819), C. putoria (Wiedemann, 1818) e C.
megacephala (Fabricius, 1794) sdo consideradas de grande relevancia forense em regides
urbanas (CARVALHO et al., 2004).
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Devido a importancia destas trés espécies (figura 5) para a saude publica e para a
medicina legal, foram realizados estudos para melhor compreensdo da taxonomia
(GRELLA et al., 2015), genética (PARISE-MALTEMPI; AVANCINI, 2001), ecologia
(CARVALHO et al., 2004) e o desenvolvimento dessas varejeiras em diferentes ambientes
(THYSSEN et al., 2014).

J& o segundo grupo de insetos de maior interesse forense no Brasil s&o os besouros,
pertencentes a ordem Coleoptera. Na carcaca sdo encontrados tanto em sua fase imatura
(larvas) quanto em sua fase adulta, sendo as familias Scarabaeidae, Cleridae, Dermestidae,
Histeridae, Silphidae e Staphylinidae de maior relevancia no grupo (CARVALHO et al.,
2000).

Dessa forma, a taxonomia, em conjunto com aspectos ecoldgicos e biologicos
desses insetos, é considerada como aspecto fundamental para os estudos forenses (PUJOL-
LUZ et al.,, 2008). Os autores, ao estabelecerem as principais diretrizes e metas da
entomologia forense no Brasil, destacam a necessidade do conhecimento taxondmico dos
grupos de interesse forense, uma vez que, sem essas informacoes, ndo € possivel realizar a
identificacdo segura das espécies.

Sendo assim, quando as espécies sdo proximas evolutivamente, os caracteres
morfolégicos podem ser insuficientes para diferencid-las, sendo necessario combinar
diversos métodos de analises que contribuam para uma categorizacdo distinta dos taxons.
Um exemplo disso € a relacdo entre a espécie Chrysomya putoria com C. chloropyga, C.
albiceps e C. rufifacies que sdo relacionadas do ponto de vista morfoldgico e cromatico,
respectivamente, o que acarretou em confusdo por diversos autores (ZUMPT, 1965;
GRELLA etal., 2015).

Isso demonstra como uma identificagdo imprecisa dessas especies, principalmente
em areas em que se sobrepdem, pode comprometer a investigacdo, jA que apresentam
importancia tanto para estudos ecoldgicos, quanto para entomologia forense. Sendo assim,
quando o uso de caracteres morfologicos ndo € confidvel, analises moleculares e
citogenéticas podem ser ferramentas eficientes para auxiliar na identificagdo de moscas
varejeiras de importancia forense (PARISE-MALTEMPI; AVANCINI, 2000; CHIRINO
et. al., 2015; GRELLA et al., 2015).

Além disso, as larvas de moscas varejeiras, comumente, sdo muito semelhantes

morfologicamente (figura 1) e a identificacdo taxondmica incerta ou incorreta dessas larvas
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e/ou de seus estagios larvais pode trazer consequéncias imprevisiveis tanto para especies
utilizadas na terapia larval, quanto aquelas de importancia forense. Portanto, os estudos
citogenéticos tém valor significativo por permitirem a diferenciacdo entre espécies
cripticas e/ou morfologicamente parecidas, particularmente em seus estadios larvais, e
fornecem informacgGes e caracteres diagnosticos Uteis ao nivel da espécie (SRIVASTAVA
et. al., 2012; CHIRINO et. al., 2015).

10mm

Figura 1. Larvas de 3° instar de moscas necréfagas. a.Calliphoridae (Calliphora vomitoria);
b.Calliphoridae (Chrysomya albiceps); c. Sepsidae (Nemopoda nitidula); d. Fanniidae (Fannia
coracina); e. Heleomyzidae (espécie ndo identificada); f. Muscidae (Hydrotaea dentipes); g.

Piophilidae (Stearibia foveolata); h. Sarcophagidae (Sarcophaga caerulescens) (Szpila, 2010).

O género Lucilia, por exemplo, apresenta espécies com autossomos menos
variaveis e raramente heterocromaticos em compara¢do com 0S Cromossomos sexuais, 0s
quais apresentam uma consideravel variagdo interespecifica no tamanho e na forma.
Lucilia illustris tem um cromossomo X relativamente longo em relagdo a L. ampullacea e
L. cesar que apresentam cromossomos sexuais heteromorficos curtos (CHIRINO et. al.,
2015). J& os cromossomos de L. sericata, corados com a técnica de bandamento C,
apresentaram bandas intersticiais positivas no brago longo do par de cromossomos Il, que
ndo sdo observadas em outras moscas varejeiras (MORERA et al., 2011). As analises

citogenéticas também foram fundamentais para ressaltar o status especifico de Chrysomya
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chloropyga, espécie morfologicamente semelhante a C. putoria (BOYES; SHEWELL,
1975; ULLERICH, 1976) destacando, dessa forma, a aplicabilidade de analises
citotaxonémicas para diferenciar espécies de importancia forense.

O género Fannia (Robineau-Desvoidy, 1830) é encontrado em todas as regifes
biogeograficas, com excecdo dos polos, sendo o maior género da familia Fanniidae, com
aproximadamente 260 espécies. As larvas desse género sdo saprofagas, podendo se
desenvolver em matéria organica animal, vegetal, e até em fungos e fezes. J& as moscas
adultas sdo encontradas em areas de florestas, sobre arbustos ou em flores. Além disso,
possuem grande importancia econdmica por terem habito sinantrépico, e estdo
relacionadas a decomposicdo de cadaveres, tendo importancia na entomologia forense
(WENDT; CARVALHO, 2009).

No Brasil, comprovou-se gue, a0 menos, 18 especies estdo associadas a atividades
humanas (CARVALHO; MOURA,; RIBEIRO, 2002) e diversas outras foram redescritas
por problemas de classificagdo taxondémica (WENDT; CARVALHO, 2009). F. tigripeda,
por exemplo, descrita pela primeira vez por Xue, Wang e Li (2001), quando reexaminado
seu holdtipo, foram encontrados diversos caracteres morfoldgicos semelhantes a F. stigi,
descrita por Rognes em 1982, especialmente a terminalia masculina. Sendo assim, Wang,
Li e Zhang (2011), sugerem que F. tigripeda seja sindbnimo de F. stigi. Por outro lado, F.
nudifemorata, apesar de sua semelhanca morfolégica com F. ardua e F. umbrosa, foi
classificada como uma nova espécie (WANG; LI; ZHANG, 2011).

Encontrada na Guiana e no Brasil, mais especificamente no Rio de Janeiro, Sdo
Paulo e Parand, F. sabrosky (figura 6) é uma das espécies que se tem menos informacao
dentro do grupo (WENDT; CARVALHO, 2009). O conhecimento taxondmico de Fannia é
limitado a analises morfoldgicas sendo reconhecidos, até 0 momento, oito grupos e trés
subgrupos nessa area (ALBUQUERQUE; PAMPLONA; CARVALHO, 1981) e estudos
filogenéticos estdo ausentes, sendo assim, expandir o conhecimento no género Fannia com
estudos citogeneticos pode contribuir para a biologia e taxonomia dessas moscas de
importancia forense.

O grupo Sarcophagidae estd dividido em trés subfamilias, Miltogramminae,
Paramacronychiinae e Sarcophaginae, sendo os dois ultimos grupos irméos. As moscas da
subfamilia Sarcophaginae sdo, em sua maioria, neotropicais, apresentando diferentes
habitos, podendo ser necréfagos, predadores ou parasitas causadores de miiases. Estudos
recentes comprovam que este grupo € monofilético (RUIZ, 2009; BUENAVENTURA,;
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PAPE, 2015), porém as relacdes filogenéticas de seus géneros e subgéneros ainda nao
foram completamente estudadas. O género Peckia, presente nesta subfamilia, é um
exemplo de como as abordagens conceituais e metodologicas utilizadas podem diferir
consideravelmente, pois alguns estudos baseados em dados morfoldgicos sugerem que esse
grupo seja monofilético, mas quando baseadas em dados moleculares, o grupo apresenta-se
como parafilético (BUENAVENTURA; PAPE, 2015).

Outro problema encontrado € que as caracteristicas morfoldgicas estdo sujeitas a
homoplasia devido a convergéncia evolutiva ou a caracterizacao incorreta do observador.
Assim, basear as anélises filogenéticas apenas em caracteres morfoldgicos tem sido menos
recomendavel (SCOTLAND; OLMSTEAD; BENNETT, 2003). Acreditava-se que Peckia
era sustentado por sete estados de carater homoplésticos (GIROX; PAPE; WHEELER,
2010), porém estudos recentes mostraram que varias dessas caracteristicas ndo estavam
presentes em todas as espécies do género, tornando sua condicdo monofilética questionavel
apenas com base na morfologia. Dessa forma, Buenaventura e Pape (2015) reuniram todas
as informacOes contidas na literatura e realizaram novas analises sobre a filogenia do
grupo, corroborando por meio de dados morfologicos e moleculares que Peckia é um

grupo monofilético.

As espécies presentes na subfamilia Sarcophaginae sdo muito similares em relagédo
a sua morfologia externa, dessa forma, a identificacdo dessas espécies se da pelo estudo da
termindlia masculina (RUIZ, 2009; BUENAVENTURA; PAPE, 2015). Em relacdo a
citogenética, pesquisas anteriores sobre o cariétipo de algumas espécies de Sarcophagidae
revelaram que o tamanho de seus cromossomos sexuais varia muito de espécie para
espécie, diferente da morfologia dos autossomos que segue mais uniforme em toda a
familia (PARISE-MALTEMPI; AVANCINI, 2000; SRIVASTAVA et. al., 2012),

mostrando-se como uma potencial ferramenta taxonémica.

O género Peckia (Robineau-Desvoidy, 1830) ¢ o mais rico em espécies necrofagas,
contendo 67 espécies distribuidas em cinco subgéneros agrupados em dois clados, sendo
eles, Pattonella + Squamatodes e Sarcodexia (Peckia + Euboettcheria). Assim como
Fannia, em Peckia também existem casos de sinonimizacdo. O subgénero Sarcodexia, por
exemplo, é sinbnimo do subgénero Peckia, e a espécie Peckia (Peckia) adolenda foi
excluida do grupo e transferida para o género Retrocitomyia, devido a sua maior
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similaridade, sendo considerada por alguns autores como “sindonima” deste género (RUIZ,

2009; BUENAVENTURA,; PAPE, 2015).

Uma espécie pouco estudada, mas de extrema relevancia desse grupo é a Peckia
(Squamatodes) ingens (figura 6), encontrada em regides neotropicais, mais
especificamente na Argentina, Brasil, Colombia, Costa Rica, Equador, Guiana, México,
Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru, Porto Rico e Venezuela. No Brasil, sua distribui¢éo
também é grande, sendo encontrada no Amazonas, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Mato
Grosso, Minas Gerais, Pard, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Séo Paulo (RUIZ, 2009).
Todas as espécies de Peckia sdo larviparas, o que significa que os ovos eclodem dentro da
mée e, em seguida, as larvas sdo colocadas no substrato, estando presentes durante a
decomposicdo de cadaveres de animais, especialmente de seres humanos (BARROS;
MELLO-PATIU; PUJOL-LUZ, 2008). Os estudos sobre a citogenética desse grupo séo
extremamente escassos, dessa forma, 0s caracteres genéticos, em conjunto com oS
caracteres morfoldgicos e taxonémicos, sdo informacdes relevantes nos estudos forenses
(RUIZ,2009).
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2  Objetivos

2.1 Objetivo geral

Dessa forma, o presente projeto teve como objetivo descrever as caracteristicas
citogenéticas de larvas de terceiro instar de Fannia sabrosky (Seago, 1954) (Fanniidae) e
Peckia (Squamatodes) ingens (Walker, 1849) (Sarcophagidae) e comparar com os dados
citogenéticos descritos na literatura para todas outras espécies da ordem Diptera de
importancia forense, com énfase biologica (biologia reprodutiva), taxonémica
(citotaxonomia e cariossistematica) e evolutiva. Com foco ainda na biologia reprodutiva,
os dados foram comparados com outras trés espécies do género Chrysomya, sendo elas C.

albiceps, C. megacephala e C. putoria.

2.2 Objetivos especificos

a) Descricdo do cariotipo de F. sabrosky e P. (Squamatodes) ingens, com foco nas
andlises das possiveis diferencas cromossomicas.

b) Descricdo da espermatogénese de C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, F.
sabrosky e P. (Squamatodes) ingens, com foco no conhecimento da biologia
reprodutiva dessas moscas de importancia forense.

c) Anédlise do padrdo de heterocromatina constitutiva de F. sabrosky e P.
(Squamatodes) ingens, com foco nas possiveis diferencas da disposicdo da
heterocromatina constitutiva nos cromossomos/cromatina desses insetos.

d) Caracterizacdo do nucléolo das células de F. sabrosky e P. (Squamatodes) ingens.

e) Agrupamento de todas as informacdes citogenéticas e cariotipicas descritas para

moscas de importancia forense, com foco cariossistematico.
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3 Material e Métodos
3.1 Obtencdo e procedéncia das espécies

Foram analisadas citogeneticamente, pelo menos, dez larvas machos de terceiro
instar de cada espécie (figura 4) [C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, F. sabrosky e P.
(Squamatodes) ingens], provenientes do Laboratorio de Entomologia Integrativa, instalado
no Instituto de Biologia da UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, Brasil, sob coordenacéo da
Profa. Dra. Patricia Jacqueline Thyssen, colaboradora do presente projeto. O material foi
armazenado em metanol &cido acético (Figura 2 e 3) e classificado a nivel de espécie.

A coordenada geografica do local de coleta das espécies de C. albiceps, C.
megacephala, C. putoria e F. sabrosky é 22°54'23" S; 47°3'42" O e de P. (Squamatodes)
ingens é 23°18'21" S; 47°7'55" O.
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Figura 2. Amostras das larvas de P. (Squamatodes) ingens e F. sabrosky, armazenadas em metanol
acido acético.

Figura 3. Amostras das larvas de C. albiceps, C. putoria e C. megacephala, armazenadas em

metanol &cido acético.
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Figura 4. Larvas de 3° instar utilizadas no estudo. A. F. sabrosky; B. C. albiceps; C. C. putoria;

D. C. megacephala; E. P. (Squamatodes) ingens.

Figura 5. Moscas necrofagas adultas do género Chrysomya. A. C. albiceps; B. C. megacephala;
C. C. putoria. Adaptado de Linhares e Thyssen (2007).

Figura 6. Moscas necrofagas adultas das familias Fanniidae e Sarcophagidae, respectivamente.

A. F. sabrosky; B. P. (Squamatodes) ingens.
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3.2 Orgao analisado

Foram analisados os tubulos seminiferos de, pelo menos, dez larvas machos de

terceiro instar de cada espécie de Diptera.

3.3 Fixacéo dos tubulos seminiferos

Apds sua retirada, os tubulos seminiferos foram transportados para a solugédo
fisiologica (Demerec), onde foi realizada a limpeza e individualizagdo desses tubulos.
Posteriormente, cada tubulo foi colocado em um recipiente de vidro contendo 3 partes de

metanol para 1 &cido acético, e conservado no freezer a -20°C.

3.4 Preparagao das laminas

Para o preparo das laminas, o material bioldgico foi colocado em uma lamina
limpa, onde foram realizados dois banhos de agua destilada, por cinco minutos cada.
Posteriormente, foi acrescentada uma gota de acido acético 45%, durante 10 minutos. Apos
esse periodo, os tubulos seminiferos foram dilacerados e sobre esse material foi colocada
uma laminula para a realizacdo do esmagamento celular. A remocédo da laminula ocorreu

em nitrogénio liquido.
3.5 Técnicas citogenéticas convencionais e moleculares

O protocolo de cada técnica pode ser encontrado na se¢do Apéndice.

3.5.1 Azul de Toluidina (MELLO; VIDAL, 1980)

Principio da técnica: Utilizada para analise da cromatina e dos cromossomos das células

da linhagem germinativa.

3.5.2 DAPI (SCHWEIZER, 1976)
Principio da técnica: A técnica de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) tem sido utilizada

com o objetivo de obter informacdes sobre a natureza da heterocromatina constitutiva com
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respeito a sua composicdo de bases. Esse corante cora preferencialmente sequéncias de
DNA ricas em pares de bases AT.

3.5.3 Fluorocromo Acridine Orange (VIDAL, 1987)

Principio da técnica: O fluorocromo Acridine Orange ou Alaranjado de Acridina é um
corante metacromético, o qual fornece emissdes fluorescentes de diferentes cores para
DNA e RNA. Ao se ligar eletrostaticamente aos grupamentos fosfatos dos acidos nucléicos
(RNA ou DNA fita simples), esse fluorocromo produz uma coloracdo vermelha, mas
quando intercalado com a dupla-hélice do DNA, gera uma coloragdo verde/amarela

fluorescente quando excitado por luz azul.

3.5.4 Impregnacdo por ions prata (HOWELL; BLACK, 1980)

Principio da técnica: A técnica impregnacdo por ions prata € um dos métodos classicos
para a identificacdo das Regides Organizadoras Nucleolares (RONs), nos cromossomos
metafasicos, e das areas nucleolares, nos ndcleos interfasicos. A prata tem afinidade as
proteinas associadas ao RNAr transcrito nos sitios de DNAr, tanto naqueles
transcricionalmente ativos quanto naquelas que ja transcreveram, sendo as proteinas B23
(numatrina) e C23 (nucleolina) as principais proteinas nucleolares a se impregnar.
Enguanto a C23 indica a presenca da cromatina descondensada ligada a RON, a B23 indica
a localizagdo dos precursores ribossomais (OCHS; BUSCH, 1984; CASSEB-HASSAN;
AZEREDOOLIVEIRA, 1999). Diante disso, a aplicacdo da técnica de impregnacdo por

ions prata permite o estudo da nucleologénese nos eucariotos.

3.5.5 Orceina Lacto-Acética (DE VAIO et al., 1985, com modificacbes de acordo com
ALEVI etal., 2012)

Principio da técnica: Essa técnica é amplamente utilizada nos estudos dos cariétipos e da
espermatogénese, uma vez que € simples, permite facilmente a visualizacdo dos

cromossomos e das fases da meiose, assim como ressalta as regides heteropicnoticas.

3.6 Forma de andlise dos resultados
O material submetido as técnicas citogeneticas convencionais foi analisado ao

microscopio de luz Jenaval (Zeiss) e as moleculares ao microscopio de fluorescéncia
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Olympus BX-FLA, acoplados a cAmera digital e ao sistema analisador de imagens (Axio
Vision LE 4.8, Zeiss -Copyright ©2006-2009 Carl Zeiss Imaging Solutions Gmb H), com

aumento de 1000 vezes.
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4 Resultados
Os resultados serdo apresentados na forma de dois artigos.

4.1 Cytogenetics as a tool for forensic entomology: the cases of Peckia
(Squamatodes) ingens (Walker, 1849) (Diptera, Sarcophagidae) and Fannia
sabrosky (Seago, 1954) (Diptera, Fanniidae)

Abstract

The first group of insects to colonize one corpse are blowflies, more specifically, the flies
of the family Calliphoridae, Sarcophagidae and Muscidae, followed by Fanniidae, present
in the fourth and fifth stages of decomposition of the corpse, making them important study
tools for forensic entomology. Based on this, the taxonomic knowledge of the forensic
interest group is essential, since, without this information, it is not possible to carry out the
efficient identification of the species. In cases of evolutionary close species, for example,
the morphological characters may be insufficient to differentiate them, other analysis
methods are necessary to aid in the distinct categorization of the taxon. Thus, this study
aimed to analyze the cytotaxonomy and karyosystematics of larvae from the third instar of
Peckia (Squamatodes) ingens and Fannia sabrosky. Our results demonstrated that P. (S.)
ingens (2n=10) and F. sabrosky (2n=14) have unusual karyotypes when compared to
others blowflies (2n = 12), which makes it possible to distinguish them from other
sarcophagids, calliphorids and muscids present in the cadaverous fauna. Furthermore, P.
(S.) ingens and F. sabrosky could be differentiated by the cytogenetic analyzes of
chromocenter, heterochromatin, nucleolus and transcriptional activity, highlighting the
importance of this tool for forensic entomology.

Key-words: Cytotaxonomy; Karyosystematics; Blowflies.
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Introduction

The forensic entomology is characterized as a science applied to the study of
insects, mite and other arthropods in forensic medicine [4]. The study of the cadaveric
entomofauna, based on the entomological succession of the carcass, is the most important
application of the forensic entomology. The difference in the exploration of the corpse,
during each step of the decomposition, along with the knowledge of the time occupied by
every step of the development of the insect in the corpse, enable the use of these
invertebrates to help in the estimate of the postmortem interval [9, 19].

Generally, the first group of insects to colonize one corpse is from the order Diptera
(blowflies) [3]. The flies of the family Calliphoridae, Sarcophagidae and Muscidae are
present in the initial stages of decomposition (colonizing the corpse two to three hours after
its exposure), and are attracted by the odors and gases released during the postmortem
process of the organic matter decomposition. The flies of the family Sphaeroceridae,
Piophilidae, Fanniidae and Phoridae are, usually, present in the fourth and fifth
decomposition stages, for being attracted by rancid fat after butyric and ammoniacal
fermentation with deterioration of the rotten tissue, which occurs three to six months after
the death of the subject [7].

The taxonomy, together with the ecologic and biologic aspects of these insects, are
considered as fundamental for forensic studies [25], once it is indispensable to classify
correctly the collected species from the corpse for the utilization of these invertebrates in
forensic entomology. Blowfly larvae are morphologically very similar and the uncertain or
incorrect taxonomy identification of these larvae and/or their larval stages can bring
unpredictable consequences to the forensic investigations [10, 31]. Thereby, new
approaches, as, for example, cytogenetic studies, can be very important for the
differentiation among cryptic species and/or morphologic similar, and can provide useful
diagnostic information and characteristics at the species level [10, 29].

Thus, the present work analyzes the cytotaxonomy and karyosystematics of Peckia
(Squamatodes) ingens (Diptera, Sarcophagidae) and Fannia sabrosky (Diptera, Fanniidae),
with the purpose of assisting in the correct and rapid differentiation of these blowflies with

forensic importance.
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Materials and methods

Ten male larvae from the third instar of P. (S.) ingens e Fannia sabrosky, from the
Laboratory of Integrative Entomology, installed at the Institute of Biology of UNICAMP,
Campinas, Sdo Paulo, Brazil, were analyzed. The insects were dissected, their testicles
removed, and the seminiferous tubules were lacerated, crushed and put on a blade in liquid
nitrogen and colored with lacto-acetic orcein [11], for karyotype and heteropicnotic pattern
analysis, with toluidine blue [16], for analysis of heterochromatin pattern, with DAPI [28],
for characterization of DNA regions rich in AT, with impregnation by silver ions [13], for
characterization of the nucleolus and with Acridine Orange [32], for analysis of DNA and
RNA ratio. At least fifty cells for each species were analyzed on a microscope with
Jenaval (Zeiss) light and fluorescence microscope Olympus BX-FLA, attached to the digital
camera and to the image analyzer system (Axio Vision LE 4.8, Zeiss). Besides, based on
the literature, we brought together the karyotype of the main flies with forensic importance
in a table (Table 1).

Results and discussion

P. (S.) ingens presented 2n = 10 (8A + XY) chromosomes (Figure 1A, Annex 1).
This number of chromosomes is uncommon among the sarcophagids, which have
scavenger habits present in the initial stages of decomposition, once most analyzed species
until now presented 2n = 12 (Table 1). F. sabrosky presented 2n=14 (12A + XY)
chromosomes (Figure 1B, Annex 2). Although there are no reports in the literature on the
karyotype of other species present in the final stages of decomposition this number of
chromosomes also allows to differentiate it from all the blowflies of Sarcophagidae,

Calliphoridae and Muscidae family found in the corpses (Table 1).

The karyosystematics of Diptera of forensic importance was unusual until now,
since most species present 12 chromosomes (Table 1). Consequently, other cytogenetic
tools were used, such as the size of the sex chromosomes and the constitutive
heterochromatin pattern, which made it possible to differentiate species of the genus
Lucilia [10, 17]. Moreover, the technique of in situ hybridization (FISH) was also used to

differentiate species of the genus Chrysomya (C. megacephala e C. putoria) [22] and
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Lucilia (L. cluvia e L. sericata) [10], but the markings were identical and restricted to sex

chromosomes.

Cytogenetic analyzes of P. (S.) ingens and F. sabrosky allowed to differentiate
them, because P. (S.) ingens presented a heteropicnotic chromocenter (Figure 2A,
arrowhead) and heterochromatic (Figure 2B, arrowhead) formed by the sex chromosomes,
few blocks of heterochromatin dispersed in the nucleus (Figure 2B, arrow) were shown to
be rich in AT (Figure 2C, arrows) and a large nucleolus (Figure 2D, arrow) with high
transcriptional activity (Figure 2E, F, arrows) and F. sabrosky presented a heteropicnotic
chromocenter (Figure 3A, arrowhead), heterochromatic (Figure 3B, arrowhead) and rich in
AT (Figure 3C, arrowhead) formed by the sex chromosomes, several heterochromatin
regions dispersed in the nucleus (Figure 3B, arrows) that are rich in AT (Figure 3C,
arrows), besides several nucleolar corpuscles (Figure 3D, arrow) which had high

transcriptional activity (Figure 3E, F, arrows).

The genus Peckia is the richest in necrophagous species, containing 67 species
distributed in five subgenera grouped in two clades: Pattonella + Squamatodes and
Sarcodexia (Peckia + Euboettcheria) [6]. Morphological studies suggest that this group is
monophyletic [12, 20]. However, based on molecular studies, the group appears as
paraphyletic [15, 24, 26]. Recently, Buenaventura e Pape (2015) grouped all the
morphological and molecular information present in the literature about Peckia and
support that the genus is a monophyletic group.

Although cytotaxonomic and karyosystematic studies have not yet been performed
in the genus Peckia, the karyotypes of two species [Peckia (Euboettcheria) sp. and P. (P.)
intermutans] was described as 2n = 12 (Table 1). This chromosome number is different
from that observed for P. (S.) ingens (2n = 10), highlighting the importance of
karyosystematics in the differentiation of P. (S.) ingens when compared to the other
species of the genus Peckia. Besides, the karyotype observed for P. (S.) ingens allows it to
differentiate it from all other blowflies that initially colonize a corpse (sarcophagids,
calliphorids and muscids) with the number of chromosomes described (Table 1) showing

as an important taxonomic tool for forensic entomology.

Chromosomal comparisons of these species of the genus Peckia to others from the
family Sarcophagidae reveled a considerable variation among the sexual chromosomes

[which were extremely small when compared to the autosomes (Figure 1)], different from
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the morphology of the autosomes which follows more uniform throughout the family [21,
29]. Evolutionary events of chromosomal loss or fusion have been reported for species of
the Muscidae family that also present karyotype 2n = 10, but are of agricultural importance
[5, 14, 18, 23, 30]. Taking into account that the type karyotype is 2n = 12 [because it is
present in most sarcophagids, including Peckia (Table 1)], possibly, these same events are
related to the karyotype evolution of P. (S.) ingens when compared to the other species of
this genus (Table 1).

The genus Fannia is found in all biogeographical regions, with the exception of the
poles, being the largest genus of the Fanniidae family, with approximately 260 species
[34]. Besides being related to the decomposition of corpses, they are of great economic
importance because they have a synanthropic habit [34]. The large number of nucleolar
corpuscles and the high metabolic activity observed in the cells of these flies is possibly
related to their ability to occupy the most diverse environments, as observed for Triatoma
rubrofasciata, a cosmopolitan specie of triatomine [2].

In Brazil, it was verified that, at least, 18 species of the genus Fannia are associated
with human activities [8] and several others presented problems of taxonomic
classification and were redescribed [34]. F. tigripeda, for example, described by Xue,
Wang e Li (2001), presented several similar morphological characters (especially related to
male terminalia) to F. stigi (described by Rognes em 1982) when had his holotype
reexamined (Wang, Li e Zhang, 2011), which led the authors to suggest the synonimization
of F. tigripeda with F. stigi. On the other hand, F. nudifemorata, despite being
morphologically similar to F. ardua and F. umbrosa, was classified as a new specie [33].

As the Fannia taxonomy is limited to morphological data [1], being phylogenetic
studies absent in this important group of flies, the characterization of the chromosomes is
relevant to direct the taxonomic and evolutionary knowledge of Fanniidae. F. sabrosky
presented a very peculiar karyotype (2n = 14) when compared to others forensic
importance flies (Table 1). Although new studies in the genus Fannia and, mainly, in the
blowflies that colonize the fourth and fifth stages of cadaveric decomposition must be
performed, the karyosystematics showed to be extremely important for the characterization
of this species, since the number of chromosomes observed allowed to differentiate it from
all other species used in forensic entomology, thus ensuring the correct classification and

use of such invertebrates as a tool to estimate the range postmortem.
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Conclusion

Accordingly, through the karyotype of P. (S.) ingens and F. sabrosky, it was
possible to distinguish the species from the other sarcophagids, calliphorids and muscids
present in the cadaverous fauna, highlighting the importance of this tool for forensic
entomology. Furthermore, we highlight that several other cytogenetic tools can also be

used to differentiate flies of forensic importance.
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Figure 1. A: Karyotype of Peckia (Squamatodes) ingens (2n = 10), evidencing four pairs of autosomes and
the pair of sex chromosomes XY (arrows). Bar: 10 pm.
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Figure 1. B: Karyotype of Fannia sabrosky (2n = 14), evidencing six pairs of autosomes and the pair of sex
chromosomes XY (arrows). Bar: 10 pm.
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Annex 1A, B, C, D, E.: Karyotype of Peckia (Squamatodes) ingens (2n = 10), evidencing four pairs of

autosomes and the pair of sex chromosomes XY (arrows). Bar: 10 um.
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Annex 2A, B, C, D.: Karyotype of Fannia sabrosky (2n = 14), evidencing six pairs of autosomes and the pair
of sex chromosomes XY (arrows). Bar: 10 pm.
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Figure 2. Cytogenetic characteristics of P. (S.) ingens. Note the heteropicnotic chromocenter (A, arrowhead)
and heterochromatic (B, arrowhead) formed by sex chromosomes. Note also the heterochromatin blocks
dispersed in the nucleus (B, arrows) that were rich in AT (C, arrows), as well as a large nucleolus (D, arrow)
which showed high transcriptional activity (E, F, arrows). Bar: 10 pm.
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Figure 3. Cytogenetic characteristics of F. sabrosky. Note the presence of a heteropicnotic chromocenter (A,
arrowhead), that also showed to be heterochromatic (B, arrowhead) and rich in AT (C, arrowhead) formed by
the sex chromosomes. Also observe several heterochromatin regions dispersed in the nucleus (B, arrows) that
are rich in AT (C, arrows), as well as several nucleolar corpuscles (D, arrows) that showed high

transcriptional activity (E, F, arrows). Bar: 10 pum.
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Table 1. Karyotypes of different species of the families Sarcophagidae, Calliphoridae, Muscidae and

Fanniidae found in corpses.

Species Karyotype References
Sarcophagidae Family
Acridiophaga aculeata 2n=12 Boyes, 1953
Boettcheria cimbicis 2n=12 Boyes, 1963
Helicobia rapax 2n=12 Boyes, 1963
Helicobia sp. 2n=12 Boyes, 1963
Hystricocnema plinthopyga 2n=12 Boyes, 1963
Kellymyia kellyi 2n=12 Boyes, 1953
Neobellieria bullata 2n=12 Boyes, 1963
Peckia (Euboettcheria) sp. 2n=12 Boyes, 1963
Peckia (Pattonella) intermutans 2n=12 Parise-Maltempi, Avancini, 2000
Peckia (Squamatodes) ingens 2n =10 This paper
Paraphrissopoda chrysostoma 2n=12 Boyes, 1963
Parasarcophaga albiceps 2n=12 Kaul et.al., 1978
Parasarcophaga argyrostoma 2n=12 Kaul et.al., 1978
Parasarcophaga knabi 2n=12 Kaul et.al., 1978
Parasarcophaga misera 2n=12 Kaul et.al., 1978
Parasarcophaga ruficornis 2n=12 Kaul et.al., 1978
Parasarcophaga similis 2n=12 Rongdian et. al., 1989
Protodexia australis 2n=12 Boyes, 1953
Protodexia hunteri 2n=12 Boyes, 1953
Pseudosarcophaga affinis 2n=19 or 20 Boyes, 1953
Sarcophaga aldrichi 2n=12 Boyes, 1953
Sarcophaga argyrostoma 2n=12 Boyes, 1963
Sarcophaga cooleyi 2n=12 Boyes, 1953
Sarcophaga crassipalpis 2n=12 Boyes, 1963
Sarcophaga exuberans 2n=12 Boyes, 1963
Sarcophaga occipitalis 2n=12 Boyes, 1963
Sarcophaga reversa 2n=12 Boyes, 1953
Sarcophaga securifera 2n=12 Boyes, 1963
Wohlfahrtia meigeni 2n=12 Boyes, 1963
Wohlfahrtia opaca 2n=12 Boyes, 1963
Calliphoridae Family
Chrysomya albiceps 2n=12 Ullerich, 1958
Chrysomya marginalis 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Chrysomya megacephala 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Chrysomya phaonis 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Chrysomya pinguis 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Chrysomya putoria 2n=12 Parise-Maltempi, Avancini, 2001
Chrysomya rufifacies 2n=12 Ullerich, 1975
Chrysomya saffranea 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Lucilia cluvia 2n=12 Chirino et.al., 2015
Lucilia cuprina 2n=12 XingHua, Lin, 1991
Lucilia porphyrina 2n=12 Agrawal et.al., 2011
Lucilia sericata 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Protophormia terraenovae 2n=12 Ullerich, Schottke, 2006
Triceratopyga calliphoroides 2n=12 Agrawal et.al., 2011
Xenocalliphora hortona 2n=12 Agrawal et.al., 2011
Muscidae Family
Musca domestica 2n=12 Milani et. at.,1967
Ophyra chalcogaster 2n =12 Parise-Maltempi, Avancini, 2007
Synthesiomyia nudiseta 2n=12 Parise-Maltempi, Avancini, 2007
Fanniidae Family
Fannia sabrosky 2n=14 This paper
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4.2 New biological data about flies with forensic importance: spermatogenesis of
Peckia (Squamatodes) ingens, Fannia sabrosky, Chrysomya albiceps, C. putoria

and C. megacephala

Abstract

Sarcophagidae, Calliphoridae and Muscidae family are present on the first stages of
cadaveric decomposition and Sphaeroceridae, Piophilidae, Fanniidae and Phoridae family
are present in the fourth and fifth decomposition stages, being characterized as insects of
great importance for the forensic sciences, since they all allow to estimate the interval after
death. Taxonomic data, in conjunction with ecological and biological aspects of Diptera of
forensic importance, are considered fundamental for the application of forensic
entomology as a tool in legal medicine. However, the knowledge about the biology of
these species is scarce. Based on this, in order to contribute to the knowledge of
reproductive biology, the present work describes the spermatogenesis of larvae from the
third instar of P. (S.) ingens, F. sabrosky, C. albiceps, C. putoria and C. megacephala. Our
results allowed the characterization for the first time of the spermatogenesis phases. The
behavior of sex chromosomes during meiosis allows differentiating P. (S.) ingens and F.
sabrosky of the species of genus Chrysomya, because Chrysomya spp. presented sex
chromosomes forming one pseudobivalent and P. (S.) ingens and F. sabrosky presented
individualized sex chromosomes. These results are important for the forensic entomology,
because these species are present in the initial phases of decomposition and, taking into
account the difficulty in differentiating the Diptera larvae used in forensic investigations,
these data can be employed as tools for the characterization of species.

Key-words: Cytogenetics; Meiosis; Citotaxonomy; Blowflies.
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Introduction

Insects of the order Diptera are of great importance for public health and hygiene,
since many species are biological vectors of pathogens that cause neglected diseases
(Rozendaal 1997), act as mechanical vectors of diseases caused by bacteria (Fotedar 2001),
virus (Tan et al. 1997), protozoa (Graczyk et al. 2003), and helminths (Monzon et al. 1991)
and cause myiasis in humans and domestic animals (Guimardes & Papavero 1999). In
addition to the medical-sanitary importance, several species of Diptera have been used as

evidence in forensic investigations (Campobasso et al. 2001).

Sarcophagidae, Calliphoridae and Muscidae family are present on the first stages of
cadaveric decomposition and the flies of the family Sphaeroceridae, Piophilidae, Fanniidae
and Phoridae are, usually, present in the fourth and fifth decomposition stages
(Campobasso et al. 2001), being characterized as insects of great importance for the
forensic sciences, since they all allow to estimate the interval after death (Catts & Goff,
1992).

Peckia (Squamatodes) ingens (Walker, 1849) (Diptera, Sarcophagidae) is a little-
studied species, but with great relevance for the family Sarcophagidae, as a result of being
distributed in several neotropical countries (Argentina, Brazil, Colombia, Costa Rica,
Equator, Guyana, Mexico, Nicaragua, Panama, Paraguay, Peru, Puerto Rico and
Venezuela) and it is present during the decomposition of corpses of animals, mainly human
beings (Barros et al. 2008). The main information present in the literature about this
Sarcophagidae is restricted to taxonomic studies (Buenaventura & Pape, 2013,
Buenaventura & Pape, 2015; Vairo et al. 2015.) and cadaverous entomofauna
(Campobasso et al. 2001; Amendt et al. 2007; Barros et al. 2008; Baltazar et al. 2011).

Found in Guyana and Brazil, more specifically in Rio de Janeiro, Sdo Paulo and
Parana, F. sabrosky Seago, 1954 (Diptera, Fanniidae) is one of the species that has less
information inside the family Fanniidae (Wendt & Carvalho, 2009). The taxonomic
knowledge of Fannia is limited to morphological analyzes (eight groups and three
subgroups are recognized in this area so far) (Albuquerque et al. 1981) and phylogenetic
studies are absent.

Blowflies of the genus Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) transmit human

diseases (Monzén et al. 1991; Lindsay et al. 2012) and are usually the first to colonize and
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most abundant fly fauna in carcasses (Carvalho et al. 2004). Among the species of the
genus Chrysomya, C. albiceps (Wiedemann, 1819), C. putoria (Wiedemann, 1818) and C.
megacephala (Fabricius, 1794) are considered to be of potential forensic significance for
urban regions (Carvalho et al. 2004).

Pujol-Luz et al. (2008) emphasize that taxonomic data, in conjunction with
ecological and biological aspects of Diptera of forensic importance, are considered
fundamental for the application of forensic entomology as a tool in legal medicine.
However, the knowledge about the biology of these species is scarce. Based on this, in
order to contribute to the knowledge of reproductive biology, the present work describes
the spermatogenesis of P. (S.) ingens, F. sabrosky, C. albiceps, C. putoria and C.

megacephala.

Materials and methods

Ten male larvae from the third instar of P. (S.) ingens, F. sabrosky, C. albiceps, C.
putoria and C. megacephala were analyzed, from the Laboratory of Integrative
Entomology, installed at the Institute of Biology of UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo,
Brazil. The insects were dissected, their testicles removed, and the seminiferous tubules
were lacerated, crushed and put on a blade in liquid nitrogen and colored with lacto-acetic
orcein (De Vaio et al. 1985) for the spermatogenesis analysis on a microscope with
Jenaval (Zeiss) light, attached to the digital camera and to the image analyzer system
(Axio Vision LE 4.8, Zeiss).

Results and discussion

All flies analyzed showed the same meiotic behavior during spermatogenesis: The
initial prophases (leptotene) presented a chromatin totally decondensed from the nucleus
(figure 1A, 2A, B) and a heteropicnotic chromocenter formed by sex chromosome
association (figure 1A, 2A, B, arrow). During the diplotene phase (figure 1B), the
chromatin was condensed and the sex chromosomes were separated (figure 1B, arrows),
being possible to visualize chiasmata (figure 1B, arrowhead). After reaching the maximum
degree of compaction, the chromosomes reveal to be very small during the meiotic
metaphase - polar vision (figure 1C, 2C) and lateral vision (figure 1D). Afterwards, the
chromosomes divided during the anaphase (figure 1E, 2D) and, after the telophase (figure

2E) haploids cells were produced (figure 1F-H). During the spermiogenesis, it was possible
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to visualize the differentiation of round spermatids (figure 1F) and elongated spermatids
(figure 1G) that will result in spermatozoa (figure 1H).

Most spermatogenesis studies about Diptera are ultrastructural analysis (Name et
al. 2010; Rego et al. 2016). For the dipterans with forensic importance, the ultrastructures
of the testicles (Name et al. 2010; Sukontason et al. 2011), the accessory glands
(Sukontason et al. 2009; Name et al. 2010) and spermatozoa (Curtis et al. 1989; Dallai &
Afzelius, 1990; Dallai et al. 1993; Name et al. 2010) were described. Our results allowed
the characterization for the first time of the spermatogenesis phases of P. (S.) ingens, F.
sabrosky, C. albiceps, C. putoria and C. megacephala. The behavior of sex chromosomes
during meiosis allows differentiating P. (S.) ingens and F. sabrosky of the species of genus
Chrysomya, because Chrysomya spp. presented sex chromosomes forming one
pseudobivalent (figure 2C) and P. (S.) ingens and F. sabrosky presented individualized sex
chromosomes (figure 1C).

The described results are important for the forensic entomology, because P. (S.)
ingens and Chrysomya spp. are present in the initial phases of decomposition (Campobasso
et al. 2001) and taking into account the difficulty in differentiating the Diptera larvae used
in forensic investigations (Srivastava et al. 2012; Chirino et al. 2015; Vairo et al. 2015),

these data can be employed as tools for the characterization of species.
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A B

Figure 1: Spermatogenesis de P. (S.) ingens. A. Leptotene. Arrow: heteropicnotic chromocenter formed by
sex chromosome association. B. Diplotene. Arrowhead: chiasmata. Arrows: sex chromosomes totally
individualized. C, D. Meiotic metaphase in polar vision and lateral, respectively. Note the karyotype 2n = 10
(8A + XY), being the sex chromosomes (arrows) smaller than the autosomes. E. Anaphase. F. Round
spermatids. G. Elongated spermatids. H. Spermatozoa. Bar: 10 um.
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Figure 2. Spermatogenesis of Chrysomya albiceps. A, B. Prophase. Note the chromatin compaction and a
chromocenter formed by the sex chromosomes (arrow), C. Metaphase. Note the karyotype 2n = 12 (10A +
XY), being five pairs of autosomes and the X and Y sex chromosomes (arrow), D. Anaphase, E. Telophase.

Bar: 10 pm.
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5 Discussdo

A estreita relacdo entre insetos e cadaveres e 0 uso destes animais em investigacoes
médico-criminais é a finalidade da entomologia forense. Normalmente, séo as larvas de
determinadas espécies de Diptera, tais como as da familia Calliphoridae e Sarcophagidae,
que localizam o cadaver mais rapidamente, sendo também as mais abundantes na fauna
cadavérica. Esses insetos desenvolvem seus estagios imaturos juntos a carcaca, utilizando-
a como fonte proteica, sitio de copula e estimulo a oviposicdo (AMENDT; KRETTEK;
ZEHNER, 2004; MISE; ALMEIDA; MOURA, 2007). Enquanto que outras espécies
colonizam o cadaver em seu estado mais putrido, como é o caso das varejeiras da familia
Fanniidae (CAMPOBASSO et al., 2001).

Sendo assim, as estratégias de desenvolvimento dos insetos também influenciam no
processo de decomposicdo do organismo. Os sarcofagideos, por exemplo, por serem
ovoviviparos, eliminam as larvas de primeiro instar prontas para iniciar sua alimentacao a
partir da carcaca, diferente dos califorideos, que necessitam de um tempo adicional para a
eclosdo dos ovos, por serem oviparos, além de ovipositarem em locais especificos da
carcaca. Essa tatica de liberar a larva ao invés do ovo no cadaver, pode conferir uma
vantagem aos sarcofagideos, sendo pioneiros na coloniza¢do (BARROS; MELLO-PATIU;
PUJOL-LUZ, 2008).

Quando sdo utilizadas técnicas médicas, tais como a medicdo da temperatura
corporal ou a analise de livor mortis (palidez cadavérica, que surge de 20 a 45 minutos
apos a morte) e rigor mortis (rigidez cadavérica, que se inicia em média de 4-8 horas apds
a morte, terminando ap0ds 24-36h), a estimativa do intervalo de morte ocorre com precisdo
apenas nos primeiros dois ou trés dias ap6s a morte do individuo. Porém, quando se calcula
0 tempo ocupado por cada estagio de desenvolvimento do inseto no cadaver, em conjunto
com a analise das espécies necrofagas presentes, podem ser estimados os intervalos pos-
morte desde o primeiro dia até varias semanas depois (AMENDT; KRETTEK; ZEHNER,
2004).

Dessa forma, o conhecimento sobre a biologia, ecologia e distribui¢cdo dos insetos
de importancia forense € extremamente relevante para a solucdo de diversos crimes,
fornecendo informacdes sobre o local, tempo, causa e autoria do crime cometido

(BALTAZAR et al., 2011). Além de auxiliar, como ja relatado acima, na estimativa do
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intervalo de morte do individuo. Além disso, toda pesquisa que acrescente informacdes
escassas na literatura é de suma importancia para contribuir com o conhecimento cientifico

e social.

Um dos modelos de decomposicao animal mais utilizado nos estudos forenses € o
porco domestico. O seu habito onivoro, sua pele e flora intestinal semelhante a dos
humanos permitem um estudo mais proximo do processo de decomposi¢cdo humana,
principalmente em corpos que possuem o mesmo peso do porco (MISE; ALMEIDA;
MOURA, 2007). Segundo Goff (2009), o processo de decomposicdo apesar de continuo,
pode ser classificado em cinco estagios, sendo eles, o fresco, gasoso, coliquativo (ativo),
pos-coliquativo e seco (esqueletizacdo). No estagio gasoso, aparecem bolhas epidérmicas
ou inchago abdominal decorrente do acumulo de gases nas cavidades corpéreas internas. Ja
no periodo coliquativo, h& dissolucdo putrida e as partes moles do cadaver reduzem de
volume progressivamente, conforme se desintegram os tecidos, até chegar no periodo de

esqueletizacdo, em que a ossada é evidenciada, como pode ser observado na figura 7.

Figura 7. Estagios de decomposi¢cdo observados em carcacas de suinos (Sus scrofa L.), expostas no

municipio de Cabrelva, SP, Brasil. A. fresco; B. gasoso; C. coliquativo; D. seco. (Purgato, 2016).
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A entomologia forense pode auxiliar também em investigacGes relacionadas as
pessoas ou animais vivos, uma vez que algumas espécies de moscas podem se desenvolver
ndo somente em cadaveres, Como em COrpos vivos, causando miiase priméaria. Em tais
casos, a analise das larvas pode revelar o periodo de negligéncia dessas vitimas. Assim, 0
adequado exame das provas na cena de crime e a sua preservagdo sdo imprescindiveis para
que se tenha o melhor resultado possivel, e consequentemente, a solu¢do do caso
(AMENDT; KRETTEK; ZEHNER, 2004; AMENDT et al., 2011).

A descricdo morfoldgica de diversas varejeiras de importancia forense € uma das
ferramentas de identificacdo desses insetos. Muitas espécies sdo identificadas por meio da
terminalia masculina, uma das principais diferencas entre elas. Entretanto, devido a estreita
relacdo filogenética de certas espécies, 0s caracteres morfolégicos podem ser insuficientes
para diferencia-las, como é o caso de C. rufifacies e C. albiceps, por exemplo, espécies que
compartilham estados de caracteres muito semelhantes, podendo levar a identificacdo
incorreta/incerta e, consequentemente, acarretar em erro de registro de espécies presentes
no territorio brasileiro (GRELLA et al., 2015).

A cariossistematica dos dipteros de relevancia forense foi pouco usual até o
momento, j& que a maior parte das espécies estudadas apresenta 12 cromossomos (Tabela
1). Sendo assim, outras ferramentas citogenéticas ja foram utilizadas, como o tamanho dos
cromossomos sexuais e o padrdo de heterocromatina constitutiva, que possibilitaram
diferenciar espécies do género Lucilia (MORERA et al., 2011; CHIRINO et al., 2015) e a
técnica de hibridizacdo in situ (FISH), utilizada para diferenciar espécies do género
Chrysomya (C. megacephala e C. putoria) (PARISE-MALTEMPI; AVANCINI, 2001) e
Lucilia (L. cluvia e L. sericata) (CHIRINO et al., 2015), porém as marcacdes foram

idénticas e restritas a0s Cromossomos sexuais.

Nossos resultados demonstraram que a cariossistematica e a citotaxonomia podem
auxiliar na correta diferenciagdo das espécies, ja que P. (S.) ingens e F. sabrosky
apresentaram um cari6tipo incomum, sendo, respectivamente, 2n = 10 (8A + XY) e 2n =
14 (12A + XY), além das diversas caracteristicas citogenéeticas que possibilitaram
diferenciar uma espécie da outra. Comparagdes cromossomicas das espécies do género
Peckia com outras moscas da familia Sarcophagidae mostraram haver consideravel

variagdo entre seus cromossomos sexuais, sendo bem menores quando comparados aos
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autossomos, diferente da morfologia dos autossomos que segue mais uniforme em toda a
familia (PARISE-MALTEMPI; AVANCINI, 2000; SRIVASTAVA et al, 2012).

Eventos evolutivos de perda ou fusdo cromossdémica ja foram relatados para
algumas espécies de importancia agropecuaria da familia Muscidae, cujo cariétipo também
se apresentou como sendo 2n = 10 (BOYES; COREY; PATERSON, 1964; OHNO, 1967;
TRAUT, 1999; PARISE-MALTEMPI; AVANCINI, 2007; LANDEEN, 2013). Levando
em consideracdo que o cariotipo tipo da familia Sarcophagidae seja 2n = 12, por estar
presente na maioria das espécies, incluindo P. (Euboettcheria) sp. e P. (Pattonella)
intermutans, possivelmente, esses mesmos eventos estdo relacionados a evolucéo

cariotipica de P. (S.) ingens, quando comparada as outras espécies do género.

Em relacdo a espermatogénese, a maioria dos estudos em Diptera estdo restritos a
analises ultraestruturais (NAME; PUJOL-LUZ; BAO, 2010; REGO et al., 2016), sendo
que em varejeiras de importancia forense, ja foram descritas ultraestruturas dos testiculos
(NAME; PUJOL-LUZ; BAO, 2010; SUKONTASON et al., 2011), das glandulas
acessOrias (SUKONTASON et al., 2009; NAME; PUJOL-LUZ; BAO, 2010) e dos
espermatozoides (CURTIS; BENNER; MUSIL, 1989; DALLAI; AFZELIUS, 1990;
DALLAI et al. 1993; NAME; PUJOL-LUZ; BAO, 2010).

Nossos resultados permitiram a caracterizacdo das fases de espermatogénese de P.
(S.) ingens, F. sabrosky, C. albiceps, C. putoria e C. megacephala pela primeira vez,
mostrando que, apesar de também ter sido observado um grande cromocentro
heteropicnético formado pelos cromossomos sexuais durante as préfases de C. albiceps, C.
putoria e C. megacephala, 0s cromossomos sexuais mantiveram-se unidos durante a
metafase, formando um pseudobivalente, diferente de P. (S.) ingens e F. sabrosky, que

apresentaram cromossomos sexuais individualizados.

Uma vez que exista dificuldade para distingdo das espécies do ponto de vista
morfologico, principalmente em relagdo as larvas (SZPILA, 2010; SRIVASTAVA et al.,
2012; CHIRINO et al., 2015; VAIRO et al., 2015), os resultados desse trabalho séo de
suma relevancia para a entomologia forense e podem ser utilizados como ferramentas para
a caracterizacao das espécies, uma vez que o conhecimento sobre os insetos envolvidos no
processo de decomposicdo é o primeiro passo para um uso efetivo da entomologia como

ferramenta para resolucéo de crimes.
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6 Conclusao

Nossos resultados mostram que as andlises citogenéticas sdo importantes
ferramentas taxondmicas para diferenciar P. (S.) ingens e F. sabrosky de todas as outras
espécies de sarcofagideos, califorideos e muscideos presentes na fauna cadavérica, uma
vez que ambas as espécies apresentaram um cariétipo incomum quando comparado as
outras varejeiras. Além disso, destacamos a relevancia de outras analises citogenéticas,
como a do cromocentro, da heterocromatina, do nucléolo e da atividade transcricional, que
podem ser utilizadas para diferenciar essas moscas de importancia forense.

A caracterizacdo das fases de espermatogénese permitiu diferenciar as espécies do
género Chrysomya das espeécies P. (S.) ingens e F. sabrosky, resultados relevantes para a
entomologia forense, ja que pode ocorrer sobreposicdo das espécies nas fases iniciais de
decomposicgéo, dificultando a distingdo, principalmente, das larvas dessas varejeiras
utilizadas em investigagdes forenses. Sendo assim, esses dados podem ser usados como

ferramentas para caracterizacdo das especies.
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8 Protocolo das técnicas citogenéticas convencionais e moleculares
8.1 Azul de Toluidina (MELLO e VIDAL, 1980)
Apos a fixacdo, o material foi submetido ao seguinte protocolo:

- Reidratar;
- Corar com azul de toluidina pH 4,0 por 15 minutos;
- Larvar em 4gua corrente para tirar o excesso de corante;

- Secar ao ar e fixar laminula, para posterior anélise.

8.2 DAPI (SCHWEIZER, 1976)

A coloragdo se inicia com a adigdo de uma gota de DAPI (2 pg/mL) em cima das
celulas. Cubra com uma laminula e guarde em uma caixa escura por 30 minutos. Retire a
laminula e o excesso de corante com um jato de &gua destilada e seque rapidamente a
lamina. Para a montagem da lamina, coloque uma gota de meio de montagem
glicerol/Mcllvaine (contendo MgCly), cubra com uma laminula e comprima ligeiramente
entre duas folhas de papel de filtro para tirar o excesso de meio. Guarde em uma caixa
escura por pelo menos trés dias antes de analisar ao microscopio. Para observar a coloracdo

DAPI use filtro de 340 a 380 nm no microscopio de fluorescéncia.

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 2 pg/mL - 10 mL de solucéo estoque:
a) Solucdo estoque (100x): - Dissolva 2 mg de DAPI em 10 mL de &gua destilada. Divida
em aliquotas e conserve no freezer.
b) Solugdo de uso (2ug/ml): - Dilua 100 pL da solugdo estoque em 10 mL de tampéo
Mcllvaine pH 7,0. Divida em aliquotas e guarde no freezer.

Dependendo do material, concentra¢des mais diluidas (1 ou 0,5 pg/ mL) podem dar
melhor resultado.

Tanto a solucdo estoque quanto a de uso devem ser mantidas no freezer. A solugéo
estoque deve ser dividida em pequenas aliquotas, em tubos de Eppendorf de 1 a 2 pL cada,

mantidas no freezer e utilizadas até o final, uma a uma.
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8.3 Fluorocromo Acridine Orange (VIDAL, 1987)

O procedimento de coloragdo do material compreende mergulhar a 1dmina, com o
material fixado, em solugdo de alaranjado de acridina (0,5 pg/mL) diluido em tampao
fosfato (0,1 M; pH 7,2) durante 15-20 minutos.

Ap0s esse periodo, a lamina é montada com glicerol e, logo apoés, deve ser realizada a
andlise do material para que ndo ocorra perda da fluorescéncia.

A solucdo de alaranjado de acridina € obtida pela mistura de 0,5g de Acridine Orange
com 100 mL de &gua destilada ou tampao fosfato.

8.4 Impregnacéo por ions prata (HOWELL; BLACK, 1980)

Ap0s o preparo usual das laminas, segue-se 0 seguinte procedimento:

- Pingar uma gota de solucéo reveladora (solucdo de gelatina a 2%, acrescida de 0,5 mL de
acido formico) sobre o material limpo e seco;
- Adicionar duas gotas de solucdo de nitrato de prata a 50% a solucdo reveladora e mistura-
las delicadamente;
- Cobrir com uma laminula;
- Colocar as laminas em uma placa de Petri contendo papel filtro umedecido com agua
deionizada (camara Umida) e incubar em estufa pré-aquecida a 70°C, até que a mistura das
solugdes se torne uma coloragdo marrom-dourada (cerca de 7 minutos);
- Lavar a lamina em &gua destilada corrente, até que a laminula se desprenda;
- Secar ao ar e montar em verniz cristal no dia seguinte, para posterior analise.

A solucdo reveladora € obtida dissolvendo-se 1g de gelatina em 50 mL de &gua
deionizada, e acrescentando-se 0,5 mL de &cido formico.

A solucdo de nitrato de prata a 50% ¢é obtida pela dissolucéo de 1g de AgNO3 em 2

mL de agua deionizada.

8.5 Orceina Lacto-Acética (DE VAIO et al., 1985, com modificagdes de acordo com
ALEVI et al., 2012)

Com o material fixado, seguir 0s seguintes passos:
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- Secar a lamina;
- Pingar uma gota de orceina lacto-acética;
- Cobrir com uma laminula e esperar 5 minutos;
- Lavar a lamina em agua destilada corrente, até que a laminula se desprenda;
- Secar ao ar e montar em verniz cristal no dia seguinte, para posterior analise.
A solucdo de orceina lacto-acética é obtida a partir da dissolugdo de 2g de orceina
em 85mL de solucdo de acido latico/acido acético 1:1 pre-aquecida (cerca de 80°C).
Acrescenta-se 15mL de agua destilada ap6s 24 horas e filtra-se ap0s 24h. Guardar a

solugdo em um frasco escuro.
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