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RESUMO 
 

O sistema de classificação taxonômica dos seres vivos tem sido tradicionalmente 

baseado na comparação de uma ampla gama de estruturas morfológicas. Nas últimas décadas, 

o potencial taxonômico de características fisiológicas, celulares e moleculares tem sido 

reconhecido, além de aspectos filogenéticos e biogeográficos. Este estudo focou a 

caracterização estrutural e evolutiva da região 3’ do gene COI do DNAmt de espécies de 

sarcofagídeos e analisou a contribuição desta informação para fins de identificação 

taxonômica, ampliando o conhecimento sobre esta família na região neotropical. A família 

Sarcophagidae contém aproximadamente 2.600 espécies e suas relações filogenéticas não 

estão bem estabelecidas entre gêneros e sub-gêneros. Neste cenário, a caracterização de 

sequências nucleotídicas para identificação de espécies de Sarcophagidae é uma abordagem 

estratégica que também poderá contribuir na investigação de relações filogenéticas. Neste 

trabalho, foi seqüenciada e caracterizada estrutural e evolutivamente uma região de 470 pb do 

gene COI de cinco espécies de sarcofagídeos: Peckia anguilla, Peckia collusor, Peckia 

ingens, Oxysarcodexia admixta e Oxysarcodexia paulistanensis. Para as análises 

comparativas foram incluídas sequências ortólogas de outras 3 espécies de Sarcophagidae (P. 

intermutans, O. ventricosa e S. carnaria) e das espécies C. hominivorax (Calliphoridae) e 

Haematobia irritans (Muscidae) disponíveis no GenBank. A variação intraespecífica 

apresentou valores entre 0 e 0,01 e variação interespecífica variou entre 0,07 - 0,151. 

Similarmente a outras famílias de Diptera, a composição de nucleotídeos desta região 

apresentou uma maior abundância de A e T (em média: A = 30.2%; T = 38.7%; C = 17.3% e 

G = 13.8%). A composição de aminoácidos apresentou maior abundância de Leucina, 

Fenilalanina e Treonina. Foram identificadas apenas oito posições de aminoácidos divergentes 

nas análises comparativas entre as espécies de sarcofagídeos analisadas, além de 3 

divergências (inserções) com  relação ao modelo estrutural da proteína COI de insetos. A 

análise de Neighbor-joining utilizando Kimura-2P, procedimento utilizado em análises de 

“DNA Barcodes”, distribuíram as espécies em clados monofiléticos, entretanto a validação 

desta abordagem para auxiliar na resolução de conflitos taxonômicos requer a análise de uma 

amostragem maior de indivíduos de cada espécie - incluindo maior distribuição geográfica – 

para caracterizar a amplitude da variação intraespecífica nestas espécies. 

 

Palavras-chave: Identificação molecular, DNAmt, Sarcophagidae, COI 

 



 

 

 

 

 
ABSTRACT 

 
The taxonomic classification system of all organisms has been traditionally based in 

the comparative analysis of a wide range of morphological structures. In the last decades, 

the potential of physiological, cellular and molecular characteristics have been recognized 

in taxonomy, including phylogenetic and biogeographic aspects. This study focuses on the 

structural and evolutionary characterization of a region encompassing the 3’ end of the 

mtDNA gene COI from sarcophagids and analyzed the contribution of this information for 

species identification, increasing the knowledge related to this family in the neotropical 

region. The Sarcophagidae family has approximately 2,600 species and their phylogenetic 

relationships are not well established for most genera and sub-genera. In this scenario, the 

characterization of nucleotide sequences for species identification in Sarcophagidae is a 

strategic approach that contributes for inferring phylogenetic relationships in this family. 

In this study, a 470 bp region from the COI gene was sequenced and characterized by 

structural and evolutionary analyses for five species: Peckia anguilla, Peckia collusor, 

Peckia ingens, Oxysarcodexia admixta e Oxysarcodexia paulistanensis. For comparative 

analyses we included ortholog sequences from three other sarcophagid species (P. 

intermutans, O. ventricosa e S. carnaria) and from the species C. hominivorax 

(Calliphoridae) e Haematobia irritans (Muscidae) available in GenBank. The intraspecific 

variation showed values between 0 e 0,01 and the interspecific variation varied from 0,07 

- 0,151. Similarly to other Diptera families, the nucleotide composition of this region 

showed a high content of A and T (on average: A = 30.2%; T = 38.7%; C = 17.3% and G 

= 13.8%). The aminoacid composition presents higher abundance of Leucine, 

Phenylalanine and Tyrosine. Only eight divergent aminoacid positions were identified in 

comparative analysis of sarcophagid species, in addition to 3 positions that diverges from 

the insect COI protein structural model. Neighbor-joining analysis using Kimura-2P, an 

usual procedure in DNA barcodes analysis, distributed all species in monophyletic 

clusters, however the utility of this approach for resolving taxonomical conflicts requires 

additional sampling of specimens/species – including a wide geographical coverage – in 

order to provide a better characterization of intraspecific variation in these species.  

 

Key words: Molecular Identification, mtDNA, Sarcophagidae, COI 
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1- Introdução: 
 

1.1 – A família Sarcophagidae  

A descrição e identificação das espécies estão entre as práticas mais 

fundamentais na biologia, sendo necessário nomear os organismos de acordo com 

pressupostos da taxonomia para então proceder a publicação dos dados relativos a espécies 

válidas (WILSON, 2003). A taxonomia descritiva surgiu em meados do Século XVIII e até o 

momento, aproximadamente 1,8 milhões de espécies já foram descritas, estimando-se que 

cerca de 5 a 100 milhões de espécies ainda aguardam por identificação e/ou descrição. 

Estima-se que aproximadamente 125.000 espécies de Diptera tenham sido descritas, 

estimando-se que o total de espécies existentes seja de aproximadamente 1,6 milhões  

(HAMMOND, 1992). As espécies desta ordem têm sido classificadas em aproximadamente 

10.000 gêneros, 150 famílias, 22-31 superfamílias, 8-10 infraordens e 3 subordens (YEATES; 

WIEGMANN, 1999; EVENHUIS et al., 2009).  

A família Sarcophagidae possui cerca de 2.600 espécies descritas em todo o 

mundo com 622 espécies descritas para a região neotropical (PAPE, 1996). Embora o nome 

da família indique um hábito de colonização de carcaças, existem outros hábitos adotados 

por membros desta família, que incluem uma ampla gama de especialistas, como habitantes 

de plantas carnívoras (DAHLEN; NACZI, 2006) a coprófagos de morcegos, além de 

inquilinos de ninhos de vespas e parasitóides. O traço típico da biologia da família é a ovo-

larviparidade, que foi observada e documentada por Reaumur em 1738 e por De Geer em 

1776 (PAPE, 1996).  

Os Sarcophagidae são distribuídos em três subfamílias: Sarcophaginae, 

Miltograminae e Paracronychiinae (PAPE, 1996). A maioria dos Miltogramminae são 

cleptoparasitas de abelhas e vespas solitárias – possivelmente uma característica do plano 

básico do clado. Os Paramacronychiinae possuem gêneros cujas espécies são predadores ou 

parasitóides de lepidópteros. O gênero Brachycoma contém espécies predadoras de imaturos 

de abelhas, Sarcophila contém espécies necrófagas e predadores de insetos e Wohlfarthia 

inclui espécies que produzem miíases em mamíferos (PAPE, 1996). Os Sarcophaginae 

possuem espécies biologicamente mais diversificadas. Os gêneros Oxysarcodexia e Ravinia 

estão associados com fezes e material orgânico em decomposição, sendo a maioria das 

espécies coprófagas, mas algumas espécies podem ser predadoras. Outras espécies 

produzem miíases em vertebrados, como Cistudinomyia cistudinis em tartarugas, 
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Lepidodexia (Notochaeta) blakeae em lagartos e Lepidodexia (Notochaeta) bufonivora em 

sapos (MELLO-PATIU; LUNA-DIAS, 2010). 

A subfamília Sarcophaginae é reconhecida como um grupo monofilético 

claramente definido que abrange cerca de 1800 espécies em todo o mundo, dividido em 52 

gêneros (PAPE, 1996). Embora as moscas desta subfamília apresentem variedade no 

tamanho, elas convergem morfologicamente, exceto com relação às genitálias masculinas, 

em particular a estrutura denominada acrofalo, que apresenta-se de formas distintas ao nível 

de espécie e tem sido o caráter diagnóstico para a identificação taxonômica neste grupo 

(LEANDRO; D’ALMEIDA, 2005; BARROS et al., 2008; GIROUX et al., 2010). Ressalta-

se que a identificação de espécies de Sarcophagidae em seus estágios larvais é limitada 

devido à escassez de caracteres morfológicos diagnósticos nesta fase do ciclo de vida da 

mosca (HARVEY et al., 2003). Neste caso, a identificação taxonômica requer técnicas de 

dissecação e um vasto conhecimento sobre as características morfológicas do esqueleto 

cefalofaringeal (HARVEY et al., 2003; WELLS et al., 2007), sendo mais comum optar pela 

estratégia de criação da larva até a fase adulta, o que incorpora mais uma etapa ao processo 

de identificação da espécie.  

Em relação à diversidade biológica da família, um levantamento da ocorrência e abundância 

de espécies de Diptera das famílias Calliphoridae, Fanniidae, Muscidae e Sarcophagidae em 

coletas realizadas em ambiente de Mata Atlântica, indicou que a família Sarcophagidae foi a 

que apresentou a maior diversidade de espécies (22 espécies, segundo LEANDRO; 

D’ALMEIDA, 2005). BROWN (2005) avaliou a taxa de descrição de novas espécies em 22 

famílias da ordem Diptera na região neotropical, registrandouma média de 3,9 espécies 

descritas por ano na família Sarcophagidae, uma taxa considerada baixa em relação à 

biodiversidade estimada desta família para a região neotropical.. 

 

1.2 – Marcadores moleculares e “DNA barcodes” 

O DNAmt é um excelente marcador para estudos filogenéticos, 

filogeográficos, de dinâmica populacional e evolução molecular devido a sua herança 

predominantemente matrilinear e presença de polimorfismos. O genoma mitocondrial, em 

geral, é uma molécula pequena (15-20 Kb) comparado ao genoma nuclear, organizado como 

uma dupla-fita circular. Este genoma possui 37 genes, sendo 22 codificadores de RNAs 

transportadores (tRNAs), 13 de proteínas envolvidas no metabolismo da mitocôndria e 2 

codificadores de RNAs ribossômicos (rRNAs) (BOORE, 1999). Em Diptera caliptrados, e 

insetos em geral, este genoma possui uma região controle não codificadora de 
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aproximadamente 1000 pares de bases que normalmente contem a origem de replicação de 

uma das fitas, sendo denominada região rica em A+T (denominação comum em insetos) pelo 

elevado conteúdo de Adeninas e Timinas (WOLSTENHOLME, 1992; LESSINGER; 

AZEREDO-ESPIN, 2000; OLIVEIRA et al., 2007).  

Marcadores moleculares utilizados para identificação de espécies se 

caracterizam como sequências nucleotídicas bem conservados e que apresentem variação 

intraespecífica relativamente baixa. Dentre os genes do genoma mitocondrial, o gene COI 

apresenta-se como o mais conservado em insetos (WELLS; SPERLING, 2001; NELSON et 

al., 2007; ROE; SPERLING, 2007; WELLS; STEVENS, 2008). A subunidade I da citocromo 

oxidase é o catalisador terminal da cadeia respiratória mitocondrial. Esta apresenta diversos 

tipos de domínios funcionais, tais como α-Hélices Transmembranas, alças Hidrofílicas, canais 

de prótons (LUNT et al., 1996 – Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Configuração bi-dimensional da subunidade I da enzima citocromo oxidase. As vinte e cindo regiões 

estruturais da molécula estão apresentadas. Os aminoácidos representados pelas estruturas preenchidas consistem 

em posições variáveis entre espécies de insetos, aminoácidos em branco são posições conservadas. Fonte: 

Adaptado de Lunt et al., 1996. NH2 – Região amino-terminal, E1-E6 – alças hidrofílicas externas, I1-I5 - alças 

hidrofílicas internas, M1-M12 – hélices transmembranas e COOH – região carboxi-terminal. 

 

Análises comparativas entre sequências de aminoácidos da proteína COI em insetos 

foram realizadas por (LUNT et al, 1996) e resultaram no gráfico com a distribuição da 

variação encontrada de acordo com os diferentes domínios estruturais da proteína Figura 2, 

onde observa-se que a região carboxi-terminal  apresenta maior variação.  
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Figura 2: Distribuição da variação nas sequências de aminoácidos dos diferentes domínios da proteína COI em 

insetos. A variabilidade é expressa como o número médio de aminoácidos observados por sítio em uma dada 

região. A região circundada em vermelho indica o trecho analisado neste estudo. Adaptado de Lunt et al,. 1996. 

 

Umas das vantagens de empregar o gene COI como marcador táxon-específico 

deriva deste gene codificar uma subunidade protéica e não apresentar íntrons, o que permite o 

alinhamento das sequências nucleotídicas tendo como base os códons codificadores de 

aminoácidos (MEIER; ZHANG, 2009). Além disso, a disponibilidade de oligonucleotídeos 

iniciadores “universais” favorece o acesso a sequências do gene COI considerando-se uma 

ampla variedade de táxons e análises genéticas mais extensas, com maior número de espécies 

de diferentes grupos taxonômicos (FOLMER et al., 1994, HEBERT et al., 2003a, GIBSON et 

al., 2011). Com relação à composição nucleotídica, Min & Hickey (2005) verificaram que o 

trecho do gene COI denominado região “barcode” é suficientemente informativo para 

amostrar a composição nucleotídica do genoma mitocondrial.  

Dados oriundos da análise comparativa de sequências de DNA têm sido 

empregados para otimizar a identificação de espécies e sua descrição taxonômica (TAUTZ et 

al, 2002, TAUTZ et al, 2003, HEBERT et al, 2003a, HEBERT et al, 2003b). Apesar do 

Região “Barcode” 
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conceito de identidade taxonômica via estratégias moleculares denominadas “DNA-based id” 

não ser uma novidade (SPERLING et al., 1994), Hebert et al. (2003a) propuseram o termo 

“DNA Barcodes” para denominar uma abordagem que utiliza os valores de divergência 

nucleotídica entre duas sequências para estimar identidade taxonômica de acordo com os 

intervalos de variação intra e interespecíficos característicos do grupo. Esta abordagem 

baseia-se na análise de um trecho de aproximadamente 650 pb da região 5’ do gene COI 

(responsável por codificar a subunidade 1 do complexo Citocromo Oxidase c) do DNA 

mitocondrial (DNAmt) que apresenta divergência nucleotídica suficiente para separar 

diferentes espécies em unidades taxonômicas distintas, segundo Hebert et al. (2003 a, b). Uma 

das vantagens do emprego de uma metodologia baseada na análise de DNA está na 

possibilidade de otimizar o processo de identificação taxonômica para a dimensão em larga-

escala, a partir de plataformas operacionais de sequenciamento e bioinformática 

(HAJIBABAEI et al., 2005). 

A análise de “DNA Barcode” em animais está focada principalmente na 

análise de genes do DNAmt devido à abundância desta organela na célula e por apresentar 

variabilidade genética adequada para realizar análises comparativas em diferentes níveis 

taxonômicos (HEBERT et al., 2003a).  Esta abordagem pressupõe que as sequências oriundas 

de indivíduos de uma mesma espécie sejam mais similares entre si do que com sequências 

homólogas de indivíduos de outras espécies, de modo que os valores máximos de divergência 

nucleotídica obtidos nas comparações intraespecíficas não sejam sobrepostos aos menores 

valores encontrados nas comparações interespecíficas. Quando as curvas de distribuição dos 

valores de variação intra e interespecíficos estão claramente definidas, identifica-se um 

intervalo entre elas denominado “barcoding-gap”. No caso do valor da divergência entre um 

par de sequências “cair” no intervalo de variação intraespecífica, considera-se que as amostras 

analisadas pertencem a uma mesma espécie, caso essa divergência extrapole este intervalo, 

suspeita-se que as amostras sejam de espécies diferentes. 

A identificação de espécies em Diptera tem sido realizada com base na análise 

da região “barcode” propriamente dita, indicada na Figura 2 (WELLS et al., 2001; HARVEY 

et al., 2003; ZEHNER et al., 2004; SAIGUSA et al., 2005; DESMYTER; GOSSELIN, 2009; 

MEIKLEJOHN et al., 2009), mas outras regiões também têm sido analisadas para este 

propósito. Segundo Luo et al. (2011), além do gene COI, outras regiões codificadoras de 

proteínas podem servir como “DNA barcodes” alternativos. A análise da região COI/COII 

(genes das subunidades I e II da enzima citocromo oxidase c), e dos genes ND5 e rDNA 16S 

tem contribuído para avaliar o potencial informativo destes marcadores moleculares para 
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identificação de espécies da família Sarcophagidae (SPERLING et al., 1994, WELLS; 

SPERLING, 2001; WELLS et al., 2001; ZEHNER et al., 2004; NELSON et al., 2007; 

WELLS et al., 2007; YING et al., 2007; TAN et al., 2010, GUO et al., 2011). A região 3’ do 

gene COI (também indicada na Figura 2 como “Região de Análise”) caracteriza-se por 

domínios funcionais que apresentam variação na sequência primária dos aminoácidos em 

insetos, especialmente nas regiões da alça hidrofílica 4, da α-hélice transmembrana 12 e da 

região Carboxi-terminal (LUNT et al., 1996), representando uma região potencialmente 

informativa para estudos evolutivos, tanto com relação à evolução estrutural quanto ao 

diagnóstico taxonômico. Ainda segundo Roe & Sperling (2007), a região estritamente 

denominada de “barcode” não é mais informativa do que qualquer outra região localizada 

entre os genes COI e COII.  

Ainda em relação aos sarcofagídeos, embora caracteres moleculares estejam 

sendo cada vez mais usados para testar hipóteses filogenéticas (HALL et al., 2009; BAJPAI; 

TEWARI., 2010; TAN et al., 2010), há estudos utilizando uma nova gama de caracteres 

morfológicos (GIROUX; WHELLER, 2009; GIROUX et al., 2010), evidenciando que a 

análise morfológica como fonte de informação taxonômica ainda representa uma estratégia 

válida e informativa para estudos filogenéticos nesta família. 

Limitações do “DNA Barcode” também têm sido apontadas uma vez que 

deficiências de amostragem influenciam direta e significativamente a correta identificação 

taxonômica da amostra (MEYER; PAULAY, 2005). Segundo Nirmala et al. (2001), a 

dinâmica de radiação dos caliptrados ocorreu em um período de tempo relativamente curto, 

restringindo a diferenciação genética e diminuindo o potencial informativo de um único gene 

como marcador filogenético para reconstrução das relações no nível entre famílias em 

Calyptratae. Recentemente, Meier; Zhang (2009) analisaram a frequência de intervalos de 

distância genética (“pairwise distance”) considerando um amplo conjunto de dados 

comparativos proveniente de 4261 sequências de COI de 1001 espécies de Diptera, e 

constataram que há uma sobreposição significativa entre os valores de variabilidade 

intraespecífica e interespecífica (Figura 3). Esta ambiguidade é problemática para identificar 

espécies com base apenas nas sequências de COI, pois uma distância de aproximadamente 1% 

a 7% observada entre a sequência de DNA de uma amostra não identificada e a sequência de 

uma espécie-referência (identificada e registrada no banco de dados) poderia ser  tanto devido 

à variação inter quanto  intraespecífica, indicando que o espécime não pode ser definido como 

pertencente a uma determinada espécie neste caso.  
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Figura 3: Intervalo de classes entre os valores de variabilidade intraespecífica e interespecífica para Diptera. 
A sobreposição das classes varia de 0,1%-7.6%. Aproximadamente 25% de todas as distâncias observadas se 
inserem nesta região de sobreposição (Fonte: Adaptado de Meier; Zhang, 2009). 

 

Por outro lado, segundo Meier; Zhang (2009) os dados analisados sugerem que 

mesmo sem a evidência de um intervalo que separe a variação inter e intraespecífica 

(“barcoding gap”), a identificação de espécies por este método pode ser bem sucedido, pois as 

distâncias absolutas não são decisivas, mas sim, a similaridade entre as sequências no 

alinhamento. Além disso,  estudos tem corroborado a utilidade da análise de sequências de 

DNA na identificação de espécies de Diptera em contextos de entomologia forense (WELLS 

et al., 2001; HARVEY et al., 2003; ZEHNER et al., 2004; SAIGUSA et al., 2005).  

 

1.3 - Conceito de Espécies 

A discussão sobre conceito de espécie é uma das temáticas mais fundamentais 

das Ciências Biológicas, uma vez que a espécie, segundo Wheeler (1999), é a unidade 

elementar da filogenia, dos ecossistemas e da classificação sistemática, essencial para a 

biologia comparativa, ocupando uma posição ímpar na fronteira entre os cenários de micro e 

macroevolução. Por aproximadamente meio século, a questão relativa à delimitação de 

espécies tem sido confundida com problemas envolvendo o conceito de espécie (MAYDEN, 

1997), como determinar o limite e o número de espécies a partir de dados empíricos 

(BALAKRISHNAN, 2005; de QUEIROZa, 2005; de QUEIROZ, 2005c). 

 
Distância 
de Pares 

interespecífica 

intraespecífica 

 Frequência (No de sequências) 

 Distribuição das classes de divergências inter- e intraespecífica 



 

 

      17
 

 

Tradicionalmente, dados morfológicos têm sido usados para tal finalidade 

(conceito tipológico de espécie), porém, dados oriundos  da análise de marcadores 

moleculares (predominantemente sequências de DNAmt) tem sido  usados há algumas 

décadas para auxiliar a investigação taxonômica e a sistemática filogenética (Wheeler, 2005), 

e mais recentemente tem contribuído em estudos de caracterização de espécies em larga-

escala (intenção questionada por alguns, como Wheeler, 2005), a fim de testar e corroborar a 

identificação obtida pela análise morfológica e evidenciar conflitos (PUORTO et al, 2001; 

SERB et al, 2001; QI-LI et al, 2011). Há grupos animais em que a identificação morfológica 

não consegue superar conflitos envolvendo complexos de espécies e espécies crípticas, e 

outras análises são necessárias para tentar elucidar identificações ambíguas, tanto moleculares 

quanto filogeográficas quando uma análise da variabilidade genética de populações poder ser 

realizada. A delimitação das espécies com bases em sequências de DNA, orientada por  um 

limiar fixo como  2-3% de divergência nucleotídica (HEBERT et al, 2003a) não é   uma 

estratégia informativa. Uma análise preliminar do nível de variação intraespecífica do gene 

COI no grupo focal tem sido sugerida para identificação desse limiar (WILL; RUBINOFF, 

2004; COGNATO, 2006; MEIER; ZHANG, 2009). 

É questionável propor que exista uma porcentagem de divergência genética que 

seja informativa para identificar ou reconhecer novas espécies (WILL & RUBINOFF, 2004). 

Devido à base fenética das análises de similaridade entre pares de sequências nucleotídicas, os 

modelos de variação intra e interespecífica não são considerados hipóteses filogenéticas, 

portanto não promoveriam o reconhecimento entre caracteres homoplásticos e homólogos 

(COGNATO, 2006). No entanto, outros estudos demonstram que a análise de marcadores 

moleculares contribui com as análises filogenéticas promovendo topologias bem sustentadas 

que recuperam grupamentos monofiléticos (HARVEY et al., 2003; ZEHNER et al., 2004; 

WELLS et al., 2004; SAIGUSA et al., 2005; HARVEY et al, 2008; DESMYTER & 

GOSSELIN, 2009; MEIKLEJOHN et al., 2009). Regiões específicas do gene COI têm se 

mostrado eficientes na diferenciação genética entre muitas espécies de insetos e vários trechos 

têm sido informativos para este fim, desde regiões curtas com 278 pb até trechos que incluem 

toda a extensão do gene (WELLS et al., 2004; HARVEY et al, 2008; DESMYTER & 

GOSSELIN, 2009; MEIKLEJOHN et al., 2009; GUO et al., 2011).  

Apesar das diferenças óbvias entre os conceitos de espécies, eles exibem uma 

unidade conceitual subjacente, que as espécies são linhagens metapopulacionais evoluindo 

separadamente, o qual provê a base para um conceito de espécie unificado. Um dos benefícios 
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mais significantes de um conceito de espécie unificado é que ele permite aos biólogos abordar 

o problema da delimitação de espécies de forma mais direta e objetiva (de QUEIROZ, 1998). 

Devido ao fato da construção das relações entre as espécies basear-se na 

porcentagem de similaridade entre pares de sequências nucleotídicas alinhadas, medida pela 

identidade ou não-identidade nucleotídica em cada posição do alinhamento da região-alvo, 

alguns autores argumentam que os modelos de distância genética normalmente utilizados 

nestas análises (“DNA barcodes”, por exemplo) não constituem hipóteses filogenéticas, 

(COGNATO, 2006; WHEELER, 2005). Em uma revisão acerca da porcentagem de 

divergência no gene COI entre insetos, Cognato (2006), revelou que tais limiares foram falhos 

em 45% das vezes quando utilizados para diagnóstico de espécies com base na análise das 

variações intra e interespecífica.  
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Objetivo Geral 

O objetivo deste estudo foi caracterizar estrutural e evolutivamente a região 3’ 

do gene COI de cinco espécies da família Sarcophagidae e verificar a utilidade destas 

sequências para a identificação taxonômica destas espécies. 

 

 

Objetivos Específicos 

Obter material biológico para as análises de variabilidade intra- e interespecífica com a 

correta identificação morfológica; 

 

Padronizar o procedimento de extração de DNA para as espécies da família Sarcophagidae; 

 

Padronizar o processo de amplificação por PCR de regiões gênicas do DNAmt (gene COI); 

 

Proceder as análises estruturais e comparativas das sequências obtidas para cada espécie; 

 

Mensurar a variação genética intraespecífica e interespecífica através das análises das 

divergências nucleotídicas par-a-par.  
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2 - Materiais e Métodos 

2.1 - Material Biológico 

Os espécimes analisados foram coletados em fragmentos florestais do campus da 

UFSCar – Sorocaba, em ambiente urbano de Sorocaba e na gleba de cerrado “Pé-de-Gigante”, 

no Parque Estadual do Vassununga (21º36’ S a 21º44’ S e 47º34’ W a 47º41’ W em Santa 

Rita do Passa-Quatro, SP), utilizando-se como isca material em decomposição (peixe). Foram 

feitas coletas durante o período de outubro de 2009 a janeiro de 2011. Após a coleta, os 

espécimes machos foram analisados em estereomicroscópio para obter o registro fotográfico 

da terminália exposta, conforme exemplos ilustrados na Figura 4. As imagens digitalizadas 

foram enviadas para a Profa Dra Cátia Antunes de Mello Patiu (MNRJ/UFRJ) para 

identificação taxonômica. As terminálias foram armazenadas em etanol glicerinado (9:1) 

compondo o acervo de material testemunho (voucher) no Laboratório de Genética Molecular 

da Universidade Federal de São Carlos campus Sorocaba e o tórax foi acondicionado em 

etanol absoluto a –20ºC ou em via seca a –80ºC para análise posterior em procedimentos de 

biologia molecular.  
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Figura 4: Imagens dos edeagos de espécies de Sarcophagidae coletadas neste estudo. A análise da morfologia 

destas estruturas permite a identificação taxonômica da espécie. A- Peckia (Peckia) pexata; B- Peckia 

(Euboettcheria) collusor; C- Oxysarcodexia thornax; D- Peckia (Pattonella) intermutans; E- Peckia 

(Euboettcheria) australis; F- Oxysarcodexia admixta; G- Peckia (Squamatodes) ingens; H- Oxysarcodexia 

fluminensis; I- Peckia (Euboettcheria) anguilla; J- Titanogrypa (Sarconeiva) fimbriata; K- Sarcodexia lambens; 

L- Oxysarcodexia culmiforceps; M- Oxysarcodexia parva; N- Oxysarcodexia paulistanensis; O- Ravinia 

belforti; P- Oxysarcodexia diana. * Espécies para as quais foram analisadas as sequências nucleotídicas. Nem 

todas as espécies identificadas estão ilustradas. 

 

2.2 - Extração de DNA  

A extração de DNA foi realizada utilizando-se o tórax dos indivíduos identificados. 

Para este procedimento o método de extração utilizado foi o descrito nos protocolo de 

isolamento de DNA do kit Invisorb®Spin Tissue Mini (Invitek).  

 

2.3 - Amplificação da Região COI 

Neste projeto, uma região de 850 pb do gene COI do DNAmt foi amplificada via PCR 

utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) descritos na Tabela 1, TL2-N-3014 

e C1-J-2195. 

A B* C D 

E F* G* H 

I* J K L 

M N* O P 
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Visando otimizar a reação de PCR, foram testados diferentes parâmetros , como 

temperatura de hibridação dos “primers” e concentração dos reagentes, principalmente 

“primers” e Cloreto de Magnésio. Inicialmente as condições da reação de amplificação foram 

0,2 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl2, 0,8 mM de “primers”, 1,25 U de Taq DNA Polymerase 

(Fermentas) e 2 µL de DNA eluído do processo de extração, de modo que as condições ideais 

alcançadas pelo estudo foram: 0,05 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 0,4 mM de “primers”, 

1,25 U de Taq DNA Polymerase (Fermentas) e 2 µL de DNA eluído do processo de extração.  

Em relação aos ciclos de temperatura do termociclador, o programa inicial apresentou 

uma temperatura de hibridação pouco estringente, a fim de favorecer ligação dos “primers” , 

tendo o programa uma etapa inicial de desnaturação de 94º C por 5 minutos, sucedido de 35 

ciclos de desnaturação a 94º C por 1 minuto, hibridação de “primers” a 42º C por 1 minuto e 

extensão a 60º C por 2 minutos, além de uma etapa final de extensão a 60º C por 10 minutos. 

Após, testar as temperaturas de hibridação, o programa final diferiu das condições iniciais 

apenas pela temperatura de hibridação de “primers” (= 54ºC). 

Os produtos amplificados foram corados com GelRed (Biotium) e submetidos à 

eletroforese em gel de agarose (1%) para visualização em transiluminador de U.V. Os géis 

foram fotografados e digitalizados em equipamento fotográfico EDAS. 

 

 

Tabela 1: Descrição das sequências dos “primers” inicialmente utilizados para a amplificação 

da região-alvo 

Região “primers” Sequência 5’ -> 3’ Referência 

COI C1-J-2195   TTGATTTTTTGGTCACCCTGAAGT Simon et al., 1994 

TL2-N-3014 TCCATTGCACTAATCTGCCATATTA Simon et al., 1994 

 

 

2.4 - Análise comparativa entre “primers universais” e sequências homólogas 

 Foram realizadas análises comparativas entre sequências nucleotídicas homólogas às 

regiões de hibridação de “primers universais” frequentemente utilizados em estudos 

envolvendo os genes COI e COII em insetos. Apesar desta análise incluir “primers” que não 

foram utilizados na amplificação da região-alvo que seguiu para o seqüenciamento, 

consideramos importante manter a descrição deste processo. As análises comparativas 

incluíram o alinhamento de trechos específicos (homólogos aos “primers”) das sequências 

completas do genoma mitocondrial de espécies da família Calliphoridae (Cochliomyia 
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hominivorax, Chrysomya putoria e Lucilia sericata), pertencentes à seção Calyptratae, da 

qual faz parte a família Sarcophagidae, além da sequência de Drosophila yakuba (família 

Drosophilidae), cujo genoma foi usado como referência para a descrição de “primers” 

universais associados ao genoma mitocondrial de insetos em Simon et al, 1994. O 

alinhamentos foram realizados com auxílio do programa Clustal W (THOMPSON et al., 

1997; LARKIN et al., 2007) e as sequências foram selecionadas do banco de dados GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

 2.5 - Purificação do Produto de PCR: 

 Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se duas abordagens diferentes: 

purificação por Exonuclease I/ Shrimp Alcaline Phosphatase – ExoSap (GE Health Care) e 

purificação por colunas utilizando o Invisorb® Fragment CleanUp PCR Purification 

(INVITEK). 

A enzima ExoSap-IT® (GE Health Care) foi diluída na proporção de 1:4, e foram 

aplicados 2 µL da enzima em 20 µL de reação de PCR. A programação do termociclador para 

purificação foi de 37ºC por 40 minutos, seguida de uma etapa de 80ºC por 15 minutos. 

Os procedimentos realizados para purificação em coluna foram seguidos de acordo 

com as instruções do fabricante para purificar tanto os produtos de PCR diretamente da reação 

quanto a partir de remoção de bandas com produto amplificado do gel de agarose. O primeiro 

passo para a purificação a partir da reação de PCR consistia em adicionar 250 µL de tampão 

de ligação a reação de PCR e misturar por agitação. Em seguida, transferir a amostra para a 

coluna e centrifugar por 3 minutos a 12000 rpm e, em seguida, inserir a coluna com DNA em 

um microtubo e adicionar 10 µL de tampão de eluição, incubar por 1 minuto à temperatura 

ambiente e centrifugar por 1 minuto a 10000 rpm. Para amostras purificadas a partir de 

bandas retiradas do gel de agarose, o procedimento baseou-se no recorte da banda referente ao 

fragmento de interesse do gel de agarose e a adição de 500 µL de solução de solubilização. 

Em seguida, incubou-se a solução em 50ºC por 10 minutos até o gel de agarose estar 

completamente dissolvido e foram adicionados 250 µL de “Binding Enhancer”. Cerca de 800 

µL da solução foram aplicados na coluna para aderência do DNA. Após centrifugação a 

12000 rpm por 1 minuto foram adicionados 500 µL de tampão de lavagem e centrifugados por 

30 segundos a 10000 rpm. O etanol residual do tampão de lavagem foi removido por uma 

centrifugação extra a velocidade máxima por 4 minutos. A coluna foi transferida para um 

outro tubo e o DNA foi eluído da coluna adicionando-se 20 µL de tampão de eluição e 
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incubando-se a solução a temperatura ambiente por 5 minutos. Por fim, a solução foi 

centrifugada por 1 minutos a 12000 rpm para coleta do DNA em solução. 

 

2.6 - Sequenciamento de DNA: 

Os produtos de PCR purificados foram quantificados em gel de agarose por meio da 

comparação com marcador de tamanho molecular Low DNA Mass (Invitrogen). 

Aproximadamente 25 ηg de produto de DNA purificado foram enviados para o Centro de 

Biologia Molecular e Engenharia Genética da Unicamp (CBMEG) e para Empresa Helixxa 

Genomic Service Provider (Campinas, SP) para seqüenciamento automático.  

 

2.7 - Análises dos dados:  

Os eletroferogramas referentes às sequências nucleotídicas de cada amostra foram 

analisados com o programa BIOEDIT (HALL, 1999) e ChromasPro (Technelysium), para 

edição e confirmação das sequências obtidas e estas foram alinhadas utilizando-se o programa 

ClustalW2 (THOMPSON et al., 1997; LARKIN et al., 2007). Cada sequência foi submetida 

ao Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (National Center for Biotechnology 

Information, Bethesda, MD, USA; disponível on-line em www.ncbi.nlm.gov/blast/) para 

verificar a similaridade com as sequências do banco de dados. As sequências da região COI 

do genoma mitocondrial foram traduzidas utilizando-se aplicativos do programa MEGA 5.0 

(Tamura et al., 2011). Análises de diversidade intra e interespecíficas e similaridade das 

sequências foram realizadas utilizando aplicativos do programa MEGA (Tamura et al., 2011). 

Para as análises filogenéticas foram inferidas topologias (árvores consenso após análise de 

bootstrap – 5000 replicações) obtidas utilizando diferentes métodos: 1) o método de 

Neighbor-Joining a partir do modelo de distância genética baseada no algoritmo Kimura 2P , 

conforme prática adotada nas análises de “DNA barcodes”; 2) o método de Máxima 

Verossimilhança a partir do modelo de substituição nucleotídica GTR + G, indicado como 

melhor modelo para descrever o padrão de distribuição calculado a partir da análise dos dados 

para esta abordagem e 3) o método de Máxima Verossimilhança utilizando a análise das 

sequências de aminoácidos a partir do modelo GRM. Todas estas análises foram realizadas 

utilizando-se os aplicativos do programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011). Análises dos 

níveis de variabilidade genética intra e interespecíficos também foram realizados pelos 

aplicativos inserido no pacote MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011).   
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3 - Resultados 

3.1 - Espécies Coletadas 

Durante este estudo foram coletados 234 indivíduos, abrangendo 22 espécies da 

família Sarcophagidae, distribuídos em oito gêneros. Desta amostragem, a espécie 

Oxysarcodexia thornax foi a mais abundante (aproximadamente 52%), sendo o restante 

distribuído entre as espécies Bercae africa, Blaesoxipha (Acanthodotheca) aix, Oxysarcodexia 

admixta, O. culmiforceps, O. diana  ̧ O. parva, O. fluminensis, O. paulistanensis, Peckia 

chrysosotoma, Peckia (Peckia) pexata, Peckia (Euboettcheria) australis, P. (E.) anguilla, P. 

(E.) collusor, P. (Pattonella) intermutans, P. (P.) resona, P. (Squamatodes) ingens, 

Sarcodexia lambens, Ravinia advena, Ravinia belforti, Sarcophaga (Lipoptilocnema) crispula 

e Titanogrypa (Sarconeiva) fimbriata. (Figura 5).  

 
Figura 5: Gráfico representativo da frequência relativa da amostragem de diferentes espécies de sarcofagídeos 

coletadas neste estudo. As espécies com frequência de 1 a 2% foram incluídas na classe “outras espécies” (8%). 
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3.2 – Amplificação da Região COI 

Os resultados da amplificação de uma região de 850 pb do gene COI utilizando-

se os “primers” L2-N-3014 e C1-J-2195 estão apresentados na Figura 6.  

  A região COI foi amplificada com sucesso para as espécies apresentadas na 

Figura 6, e também para outras espécies não incluídas na figura, Blaesoxipha 

(Acanthodotheca) aix, Oxysarcodexia fluminensis, O. paulistanensis, P. (Squamatodes) 

ingens e Titanogrypa (Sarconeiva) fimbriata.  
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Figura 6: Amplificação de ~850 pb região COI de nove espécies de sarcophagídeos visualizada em eletroforese 

em gel de agarose (1%). A coluna 1 indica o marcador de tamanho molecular 1kb DNA Ladder plus. A coluna 2 

refere-se a uma amostra de Cochliomyia hominivorax (Calliphoridae) utilizada como controle positivo da reação. 

  

3.3 - Análises de “primers” táxon-específicos 

  Com base nas análises comparativas envolvendo sítios de hibridação de 

“primers”, diversas sequências foram analisadas e em apenas uma região (sítio do primer TY-

J-1460) foram identificadas divergências que poderiam sugerir um “novo primer” táxon-

específico (Figura 7) Este novo “primer” traz uma modificação com relação ao “primer” 

original, referente a uma substituição de A para G na 5a posição e de C para T na 11a posição 

considerando-se a orientação 5’-> 3’ das sequências indicadas na figura. Este primer táxon-

específico não foi utilizado no seqüenciamento direto de produtos de PCR (região 3’) por 

referir-se à região 5’ do gene COI, mas esta análise fica aqui apresentada como referência 

para estudos futuros.  
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 Primer 5' - TACAATCTATCGCCTAAACTTCAGCC  - 3’Original*: 

TACAATCTATCGCCTAAACTTCAGCCDrosophila yakuba

Cochliomyia hominivorax

Chrysomya putoria

Lucilia sericata

TACA TCTAT GCCTAAACTTCAGCCG T

TACA TCTAT GCCTAAACTTCAGCCG T

TACA TCTAT GCCTAAACTTCAGCCG T

TACA TCTAT GCCTAAACTTCAGCCG TNovo primer
(TY-J-1460C)

 
Figura 7: Alinhamento das sequências de DNAmt homólogas ao “primer” TY-J-1460 de quatro diferentes 

espécies de dípteros, cuja sequência está descrita em Simon et al, 1994 com base no genoma de Drosophila 

yakuba. Os nucleotídeos em vermelho representam as alterações realizadas na sequência do novo “primer” 

testado neste trabalho. 

 

3.4 - Análises estruturais e evolutivas da região 3’ do gene COI 

Neste projeto, 850 pb da região 3’ do gene COI do DNAmt foi eficientemente 

amplificada para 16 espécies de Sarcofagídeos. Apesar deste cenário inicial, este estudo 

conduziu a análise de uma região de 470pb de 5 diferentes espécies, devido a dificuldades no 

processo de seqüenciamento direto dos produtos de PCR a partir de um dos “primers” 

utilizados e dificuldades na padronização da reação de PCR para algumas amostras (principal 

responsável pelos artefatos presentes no seqüenciamento direto). As espécies que tiveram a 

região-alvo (470 pb) do gene COI seqüenciadas foram: Oxysarcodexia admixta, O. 

paulistanensis,  P. (Euboettcheria) collusor, P. (Euboettcheria) anguilla e P. (Squamatodes) 

ingens. Além destas espécies foram utilizadas sequências oriundas do GenBank das espécies 

Peckia (Pattonella) intermutans (GQ 409345), Oxysarcodexia ventricosa (GQ 

223321), Sarcophaga carnaria (GQ 223342) e como grupo externo as espécies Haematobia 

irritans (NC_007102) e Cochliomyia hominivorax (NC_002660). 

Análises comparativas da região de 470 pb foram conduzidas para 8 espécies de 

Sarcophagidae, incluindo duas espécies como grupo externo, Haematobia irritans (família 

Muscidae) e Cochliomyia hominivorax (família Calliphoridae). As análises incluíram a 

comparação da composição nucleotídica e de aminoácidos (Figura 8) e variações das 

sequências nucleotídicas e de amonoácidos (Figuras 9 e 10). Conforme descrito para o 

DNAmt de insetos, a composição de nucleotídeos mostrou um elevado conteúdo de As e Ts 

(Tabela 2). Nenhum evento do tipo “indel” foi observado no alinhamento (Figura 10). 
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Tabela 2: Composição nucleotídica da região-alvo (em %) 

Espécies T C A G Total (PB) 

O admixta 89 39.1 17.2 29.4 14.3 470.0 

O admixta 239 39.1 17.2 29.4 14.3 470.0 

O admixta 236 38.9 17.4 29.4 14.3 470.0 

O admixta 253 38.7 17.7 29.6 14.0 470.0 

O paulistanensis 176 38.1 18.3 29.6 14.0 470.0 

O paulistanensis 261 38.3 18.3 29.8 13.6 470.0 

O ventricosa 39.6 17.2 29.4 13.8 470.0 

P intermutans 39.6 16.4 30.4 13.6 470.0 

P ingens 209 38.9 17.9 29.4 13.8 470.0 

P anguilla 224 38.3 16.8 31.5 13.4 470.0 

P anguilla 94 38.5 16.8 30.9 13.8 470.0 

S carnaria 38.7 16.8 30.6 13.8 470.0 

P collusor 134 36.2 18.9 31.3 13.6 470.0 

P collusor 133 36.4 18.7 31.3 13.6 470.0 

P collusor 132 36.2 18.7 31.5 13.6 470.0 

H irritans 41.9 14.0 30.2 13.8 470.0 

C hominivorax 40.9 15.7 29.4 14.0 470.0 

Média (%) 38.7 17.3 30.2 13.8 470.0 

 
 

  A análise das sequências de aminoácidos preditas para esta região não 

revelaram nenhum códon de terminação. As sequências de aminoácidos totalizaram 156 

posições (Figura 8).  
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Figura 8: Composição média dos aminoácidos das sequências da região COI das espécies analisadas.  

Os valores têm como base um total de 156 aminoácidos. 



 

 

      29
 

 

 

 A partir destes dados foram realizadas análises estruturais e comparativas das 

sequências de aminoácidos da região COI (Figura 9) a fim identificar os sítios conservados e 

variáveis dentre as sequências dos sarcofagideos e comparar esse padrão com o descrito para 

insetos por Lunt et al, 1996. Dentre os 156 sítios analisados, apenas oito variaram entre os 

sarcofagídeos (decorrentes de substituições não-sinônimas nas sequências nucleotídicas 

codificadoras). Os aminoácidos envolvidos neste tipo de variação estão apresentados na 

Figura 9 C. Comparando com o modelo descrito por Lunt et al, 1996, foram observadas 3 

inserções e 1 deleção nas sequências dos sarcofagídeos associadas com as estruturas M9, E5 e 

terminal carboxil (as inserções de T, S e W, respectivamente). A deleção está indicada com 

um X na figura. Os seis aminoácidos mais abundantes neste trecho da proteína estão indicados 

em 9 D.  
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Figura 9: Análises estruturais e comparativas da sequência de aminoácidos da região COI. A. Modelo 

apresentado por Lunt et al., 1996 sobre a estrutura da proteína COI com a identificação de posições conservadas 

(fundo branco) e variáveis (fundo escuro) em insetos. B. Detalhe do modelo apresentado em A evidenciando os 

dados das espécies de sacofagídeos: os círculos brancos representam as posições conservadas das sequências de 

aminoácidos de insetos, incluindo Sarcophagidae; círculos em cinza representam posições variáveis nas 

sequências de aminoácidos em insetos, mas conservadas nas espécies de sarcofagídeos; círculos em preto 

representam posições variáveis nas sequências de COI de sarcofagídeos e insetos em geral. Os círculos 

pontilhados representam posições presentes nas sequências dos sarcofagídeos, mas ausentes do modelo. A 

posição indicada com X indica a presença de um aminoácido a menos nas sequências das espécies de 

Sarcophagiade em comparação com o modelo. As alças internas (I4, I5) e externas (E5, E6), os trechos 

intermembrana (M9 à M12) e a extremidade carboxila (COOH) estão indicados conforme modelo da estrutura da 

proteína de Lunt et al., 1996. C. Identificação das divergências encontradas nas sequências de aminoácidos das 

espécies de sarcofagídeos analisadas. D. Identificação dos aminoácidos mais abundantes da região analisada em 

Sarcophagidae. 
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Figura 10: Alinhamento múltiplo das sequências nucleotídicas da região COI de espécies de Sarcophagidae evidenciando as posições divergentes neste grupo. As posições 

nucleotídicas estão indicadas em orientação de leitura vertical acima do alinhamento. Os nomes de algumas espécies estão abreviados. 

P_ ingens 
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3.5 - Análise de Similaridade 

A análise de similaridade com base no número de substituições nucleotídicas por 

sítio das sequências é mostrada na tabela 4. A divergência interespecífica variou de 0,006 – 

0,151 e a intraespecífica de 0 – 0,01. As sequências analisadas apresentaram 325 sítios 

conservados (69,1%). A razão referente à taxa de transição (substituição nucleotídica do tipo 

pirimidina por pirimidina ou purina por purina) em relação à transversão (substituição 

nucleotídica do tipo purina por pirimidina, ou vice-versa) foi de 1.54. Com relação às 

divergências nucleotídicas identificadas, 74.8% referiam-se a substituições relacionadas à 

terceira posição do códon.  
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Tabela 3: Estimativa de divergência nucleotídica entre as sequências (Kimura 2P). 
 

Espécies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
(1) O. admixta 1                  
(2) O. admixta 2 0                 
(3) O. admixta 3 0.01 0.01                
(4) O. admixta 4 0.01 0.01 0.004               
(5) O. paulistanensis 1 0.091 0.091 0.093 0.089              
(6) O. paulistanensis 2 0.093 0.093 0.095 0.091 0.004             
(7) O. ventricosa 0.101 0.101 0.099 0.094 0.104 0.103            
(8) P. intermutans 0.113 0.113 0.111 0.111 0.117 0.115 0.119           
(9) P. ingens  0.118 0.118 0.122 0.118 0.134 0.136 0.127 0.078          
(10) P. anguilla 1 0.119 0.119 0.121 0.117 0.124 0.122 0.126 0.072 0.091         
(11) P. anguilla 2 0.126 0.126 0.129 0.124 0.131 0.129 0.134 0.072 0.091 0.006        
(12) S. carnaria  0.131 0.131 0.133 0.133 0.119 0.122 0.123 0.091 0.098 0.089 0.091       
(13) P. collusor 1 0.128 0.128 0.125 0.121 0.128 0.128 0.114 0.106 0.112 0.1 0.102 0.102      
(14) P. collusor 2 0.125 0.125 0.123 0.119 0.13 0.13 0.112 0.104 0.114 0.097 0.1 0.104 0.002     
(15) P. collusor 3 0.123 0.123 0.121 0.116 0.128 0.128 0.109 0.107 0.116 0.1 0.102 0.101 0.004 0.002    
(16) H. irritans  0.145 0.145 0.148 0.148 0.145 0.144 0.142 0.147 0.151 0.136 0.144 0.133 0.147 0.145 0.142   
(17) C. hominivorax  0.143 0.143 0.145 0.145 0.123 0.123 0.124 0.098 0.124 0.132 0.14 0.124 0.141 0.138 0.136 0.124  

As análises foram conduzidas envolvendo 17 sequências com um total de 470 nucleotídeos. Os números entre parênteses na coluna das espécies correspondem à respectiva numeração  
descrita  na tabela. 
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3.6 Análises Filogenética e Taxonômica 
 
  As topologias geradas com os diferentes métodos de inferência filogenética 

apresentam a distribuição das espécies e dos gêneros em agrupamentos monofiléticos (Figuras 

11, 12 e 13), exceto com relação ao gênero Sarcophaga que foi incluída no agrupamento das 

espécies do gênero Peckia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Topologia obtida para as espécies de sarcofagídeos com base na análise de 470pb do gene COI. A 

topologia fora inferida utilizando-se o método de Neighbor-Joining e a distância genética com base no algoritmo 

Kimura – 2P. Foram realizadas 5000 replicações para análise de Bootstrap (valores apresentados próximo aos 

nós). Os tamanhos dos ramos refletem a distância genética.   
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Figura 12: Topologia obtida para as espécies de sarcofagídeos com base na análise de 470pb do gene COI. A 

topologia fora inferida utilizando-se o método de Máxima Verossimilhança (ML – Maximum Likelihood) e a 

distância genética com base em modelo específico intrínseco aos dados. A porcentagem de árvores onde os taxa 

agruparam está indicada próximo aos ramos. Os tamanhos dos ramos indicam o número de substituições/sítio. 
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Figura 13: Topologia obtida para as espécies de sarcofagídeos com base na análise de 156 aa da região carboxi-

terminal da proteína prevista para o gene COI. A topologia fora inferida utilizando-se o método de Máxima 

Verossimilhança (ML – Maximum Likelihood) e a distância genética com base no modelo de substituição 

nucleotídica GRM. A porcentagem de árvores onde os taxa agruparam está indicada próximo aos ramos. Os 

tamanhos dos ramos indicam o número de substituições/sítio 
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Em relação ao poder de discriminação das espécies, foram analisados os intervalos 

entre os valores de variabilidade intraespecífica e interespecífica, sendo representados no 

histograma abaixo (Figura 14). O intervalo entre o maior valor de variação de intraespecífica 

e o menor valor de variação interespecífica (comumente denominado de “Barcoding Gap”) 

esteve entre as classes de 0-1% (variação intraespecífica) e 7-8% (variação 

interespecífica).Em análises iniciais uma amostra identificada como P. australis apresentou 

um valor de divergência muito baixo (0,006) quando sua sequência foi comparada às 

sequências de P. anguilla, gerando uma sobreposição entre valores de variação intra e 

interespecífica. A partir da constatação deste conflito, os “vouchers” correspondentes a estas 

duas espécies foram revistos para confirmação da identidade taxonômica das amostras, 

confirmando a identidade das amostras como sendo P. anguilla (provavelmente uma amostra 

de DNA de P. anguilla foi erroneamente selecionada do acervo em lugar de uma amostra de 

P. australis, prosseguindo-se os procedimentos experimentais com a identidade trocada).       
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Figura 14: Intervalos de valores de variação intra e interespecífica obtidas para a região 3’ do gene COI para as 
espécies analisadas neste estudo.  
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4 - Discussão 

 

4.1 – Ampliação de distribuição geográfica de Blaesoxipha (Acanthodotheca) aix 

A ocorrência de um espécime de B. (Acanthodotheca) aix foi registrada pela primeira 

vez no Estado de São Paulo (área de cerrado, município de Santa Rita do Passo Quatro) neste 

estudo. No catálogo de Sarcophagidae (PAPE, 1996), B. aix possui registros apenas para o 

Estado do Espírito Santo e para o Distrito Federal, dessa forma, este estudo pode contribuir 

para ampliar a caracterização da distribuição desta espécie. 

 

4.2 - Análises Estruturais e Comparativas 

A análise das sequências de aminoácidos preditas para esta região não revelaram 

nenhum códon de terminação que interrompesse o quadro de leitura do gene, minimizando a 

possibilidade destas sequências estarem associadas a cópias do gene COI transferidas para o 

genoma nuclear ou a pseudogenes, condições que foram descritas em diversas espécies 

(BENSASSON et al. 2001) e que poderiam comprometer a identificação taxonômica 

(CALVIGNAC et al. 2011).  

Com relação ao conteúdo de aminoácidos desta região, os aminoácidos Fenilalanina, 

Leucina (ambos mais abundantes) e Valina são classificados como hidrofóbicos, condição 

associada à inserção da proteína nas regiões lipídicas da membrana interna da mitocôndria. Os 

aminoácidos Glicina, Serina e Treonina também estão entre os mais abundantes, são polares 

de carga neutra e classificados como hidrofílicos. Não foi possível identificar nenhum padrão 

associado à análise dos tipos de substituição de aminoácidos, pois estes eventos não 

envolveram necessariamente trocas entre aminoácidos com as mesmas propriedades químicas. 

Apenas três substituições (vide posições 35, 77 e 155, Figura 9) envolveram trocas entre 

aminoácidos hidrofóbicos; as demais posições variaram entre aminoácidos polares e apolares, 

incluindo 2 posições nas alças intra-membrana. 

 

4.3 – Análise de variabilidade intra e interespecífica na abordagem taxonômica 

O uso de sequências de DNA para inferir a identidade taxonômica de um grupo de 

espécies depende de uma ampla amostragem das sequências de vários espécimes/espécies, 

incluindo a distribuição geográfica destes organismos, para identificação de polimorfismos 

moleculares e análise das medidas de variação intraespecífica e interespecífica com o objetivo 

de verificar o grau de sobreposição entre estes valores e a ocorrência de possíveis conflitos de 

identificação. Neste estudo a caracterização dos intervalos de variação intraespecífica e 
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interespecífica resultou em distribuições distintas, sugerindo que a identificação taxonômica 

poderia basear-se nas análises deste marcador molecular, auxiliando a resolução de conflitos 

taxonômicos onde a informação morfológica não seja suficiente ou apresente-se ambígua. 

Entretanto, a validação desta estratégia como uma ferramenta inequívoca de auxílio à 

identificação taxonômica ainda requer a ampliação da análise deste marcador para um número 

maior de indivíduos de diferentes regiões geográficas, para obter uma caracterização melhor 

do intervalo de variação intraespecífica. Além disso, a ampliação destas análises para um 

número maior de espécies de sarcofagídeos representaria uma estratégia promissora para 

incorporar informação genética à rotina dos esforços de inventariar a biodiversidade deste 

grupo no Brasil. Considerando-se a escassez de estudos de marcadores moleculares para estas 

espécies, este trabalho representa um esforço pioneiro no sentido de ampliar o banco de dados 

de sequências nucleotídicas potencialmente informativas para auxiliar análises de 

identificação taxonômica nestas espécies.   

A análise de uma situação envolvendo a sobreposição entre um valor de variação 

interespecífica (0.6% entre Peckia (Euboettcheria) anguilla e Peckia (Euboettcheria) 

australis) e o intervalo de distribuição dos valores de variação intraespecífica corroborou a 

prerrogativa acerca da análise de sequências de DNA  fornecer uma ferramenta que contribui 

na resolução de conflitos de identificação taxonômica. Uma análise sobre esta situação 

conduziu a três possibilidades: dificuldade no reconhecimento dos caracteres diagnósticos 

pela análise morfológica (espécies crípticas), retenção de polimorfismo ancestral e baixa 

divergência nas sequências deste marcador molecular nestas linhagens, representando um 

cenário evolutivo eventualmente descrito em análises desta natureza (MEIER; ZHANG, 

2009) ou erro técnico-operacional durante a manipulação das amostras biológicas. A primeira 

alternativa foi descartada, pois as diferenças morfológicas entre o acrofalo destas espécies são 

evidentes (figura 4E e 4I), estas espécies não são crípticas nem pertencem a complexos em 

especiação; a segunda alternativa não poderia ser descartada prontamente, pois depende de 

uma caracterização melhor da variação interespecífica entre P. anguilla e P. australis que 

comprove que os valores são realmente baixos, confundindo-se nos intervalos de valores 

intraespecíficos; entretanto uma revisão dos “vouchers” correspondentes aos espécimes 

investigados confirmou a terceira alternativa (erro ao nomear uma amostra já identificada de 

P. anguilla, substituindo o registro por P. australis), embora a condução de uma rotina 

operacional envolvendo manutenção de “voucher” (material testemunho)  exija maior atenção 

com a manipulação e o registro das amostras processadas em laboratório. A resolução desta 

questão eliminou a sobreposição dos intervalos de variação intra e interespecíficos e 
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confirmou o potencial da análise das sequências de DNA acusar conflitos de identificação 

taxonômica. 

  

4.4 - Perspectivas Filogenéticas 

As espécies Peckia (Pattonella) intermutans e Peckia (Squamatodes) ingens se 

agruparam na topologia apresentada na Figura 12. Em uma revisão do gênero Peckia, Ruiz 

(2009) verificou que a análise de caracteres da genitália e externos fornecia evidências para a 

definição do monofiletismo entre o subgênero Squamatodes e Pattonella, corroborando o 

posicionamento destas duas espécies na árvore filogenética de máxima verossimilhança. 

Entretanto, nas análises apresentadas nas figuras 11 e 13, estas espécies não se distribuem 

com um grupamento monofilético, particularmente na Figura 11 observa-se que P. ingens 

posiciona-se como grupo irmão de P. collusor, entretanto deve-se ressaltar que o modelo de 

substituição nucleotídica utilizado nesta análise (Kimura 2P) talvez não seja o que melhor 

represente o conjunto de dados utilizado, diferentemente da análise executada na Figura 12, 

mais indicada como representativa da reconstrução filogenética do grupo. As análises com 

método de NJ e medida de distância K-2P correspondem às práticas comumente utilizadas nas 

análises de “DNA barcodes” para  identificação taxonômica, mas não representam 

necessariamente a melhor proposta para inferência das relações filogenéticas.  

A espécie Sarcophaga carnaria, cuja sequência foi selecionada do GenBank se 

distribuiu entre as espécies do gênero Peckia em todas as propostas de topologia apresentadas. 

A literatura descreve similaridades apresentadas por Roback (1954), em que Lopes (1969) se 

baseou para propor uma classificação da família, indicando que a subfamília Sarcophaginae 

era dividida em seis tribos, sendo composta de vários gêneros, tais como, Euboettcheria, 

Peckia, Paraphrissopoda, Pattonella, Squamatodes, Adiscochaeta e Sarcophaga. Verves 

(1989) introduziu um novo sistema para Sarcophagidae, posicionando Peckia em uma nova 

tribo, Sarcodexiini. 

Com relação ao posicionamento na topologia, Oxysarcodexia ventricosa também variou 

nas árvores apresentadas, posicionando-se na base da distribuição das espécies do gênero 

Oxysarcodexia, que separam em clados monofiléticos os espécimes de O. paulistanensis e O. 

admixa nas análises das figuras 11 e 12, entretanto em outra análise esta espécie agrupa-se 

com os espécimes de O. admixta formando uma politomia (figura 13), o que poderia 

representar um artefato devido ao baixo nível de variação encontrado nesta análise (apenas 

oito posições em 156 sítios). Em todas as análises as espécies utilizadas como grupos externos 

foram posicionadas na base da distribuição do conjunto de espécies estudado.                                                                                          
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5. Conclusões 

 

As análises estruturais e comparativas da sequência de COI com o modelo de 

Lunt et al, 1996 identificaram 84 sítios variáveis, porém, conservados entre os sarcofagídeos 

analisados. A composição nucleotídica desta região mostrou uma maior porcentagem de A e 

T (A = 30.2%; T (U) = 38.7%; C = 17.3% e G = 13.8%), como tem sido frequentemente 

descrito em outros insetos. Não foi verificada nenhuma evidência que sugerisse contaminação 

dos resultados com sequências de pseudogenes. 

 

A caracterização dos intervalos de variação intraespecífica e interespecífica 

resultou em distribuições distintas, sugerindo a análise deste marcador mostrou potencial para 

auxiliar na resolução de conflitos taxonômicos em Sarcophagidae, apesar de ser necessário 

ampliar esta caracterização para um maior número de espécies e para validar o intervalo de 

variação intraespecífica. 

 

As relações filogenéticas utilizando a região 3’ do gene COI como marcador 

molecular foram recuperadas de acordo com as hipóteses filogenéticas mais recentes e aceitas 

utilizando análises morfológicas (Giroux et al., 2010). 
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