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RESUMO 

A mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax, é um ectoparasita de animais de sangue quente 

endêmico da região Neotropical, responsável por causar graves prejuízos à pecuária. Nesta tese, 

diferentes aspectos da variação molecular e morfológica da espécie foram abordados com o 

objetivo de se obter um cenário mais amplo sobre a extensão e distribuição da diversidade 

genética em C. hominivorax. As principais contribuições da tese estão compiladas em duas 

partes. Uma delas trata da diversidade do DNA mitocondrial (DNAmt) da espécie e está dividida 

em 4 trabalhos. O primeiro (Artigo 1) trata da diversidade genética e estrutura de populações no 

Uruguai; os resultados sugerem que as populações nessa localidade são panmíticas e polimórficas 

com relação ao DNAmt. O segundo trabalho (Artigo 2) apresenta um estudo da distribuição da 

diversidade mitocondrial em 34 populações de 10 diferentes países, desde o Caribe até o Uruguai. 

Na região do Caribe foi identificada alta estruturação populacional e baixos índices de 

diversidade, enquanto que na América do Sul foi identificada alta diversidade e baixa 

estruturação populacional. Os resultados revelaram um padrão complexo para a distribuição da 

diversidade genética, sugerindo que diferentes processos estão atuando na formação e 

manutenção do padrão observado. O terceiro trabalho desta parte trata da caracterização da 

variação de tamanho da região controle do DNAmt, identificada em alguns indivíduos da espécie; 

essa variação se deu por repetições em série dos blocos de seqüência conservada e parece ter 

surgido de forma independente em cada localidade. A análise do domínio B da região controle 

sugere que este pode ser um potencial marcador para análise de populações, uma vez que revelou 

grande polimorfismo intra-específico. O quarto trabalho investiga a relação entre as amostras de 

diferentes regiões do Caribe e América continental por seqüenciamento do gene COII; os 

resultados sugerem que as populações de Cuba são bem diferenciadas e que as populações do 

Caribe podem ser originadas de diferentes eventos de colonização. A outra parte das 

contribuições desta tese é formada por dois trabalhos e trata da caracterização da variação 

morfológica da asa. O primeiro deles (Artigo 3) caracteriza a variação morfológica de asas de C. 

hominivorax entre sexos e localidades. Foi identificado um grande dimorfísmo sexual na espécie 

para tamanho e forma da asa, sugerindo a existência de diferentes pressões seletivas em cada 

sexo. Também foram identificadas variações entre as populações analisadas, que não estão 

correlacionadas com as diferenças de latitude e temperatura, sugerindo que diferentes 

características das localidades, dos hospedeiros ou eventos históricos podem influenciar na 
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variação das asas. O segundo trabalho dessa parte apresenta uma comparação de morfologia da 

asa entre as espécies C. hominivorax e C. macellaria. Os resultados indicam que análises de 

morfometria geométrica podem ser utilizadas para identificação das espécies, sendo essa 

abordagem uma estratégia para a rápida identificação de C. hominivorax e monitoramento de 

eventos de invasão desta espécie em áreas onde foi erradicada. Os resultados obtidos nos dois 

trabalhos dessa parte demonstram que a variação da asa é um potencial marcador para estudo de 

variação morfológica entre populações da mosca da bicheira e entre espécies do gênero 

Cochliomyia. 

 

PALAVRAS CHAVE: Cochliomyia hominivorax, mosca da bicheira, diferenciação genética, 
populações, DNA mitocondrial, variação morfológica da asa. 
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ABSTRACT 

The New World screwworm fly, Cochliomyia hominivorax, is an important parasitic insect pest 

in Neotropical region, and represents a serious threat to the livestock sector. In this thesis we 

analyzed different aspects of molecular and morphological variation in the species, aiming to 

obtain a clear scenario about the extent and distribution of genetic diversity in C. hominivorax. 

The main contributions of this thesis are organized in two parts. The first one, composed of four 

different works, contains the results about mitochondrial DNA (mtDNA) diversity in the species. 

In the first work (Article 1), mtDNA was used to study the diversity and population structure of 

C. hominivorax in Uruguay; results indicated high mtDNA variability and suggested that in 

Uruguay species form a single panmitic population. In the second work (Article 2) we analyzed 

34 populations of C. hominivorax in ten different countries of Caribbean and South America, 

encompassing almost all the current distribution of the species. Significant population structure 

and low variability were found in Caribbean populations; in contrast, high variability and low 

differentiation was found among mainland populations. Our results showed a complex pattern of 

population genetic structure for the species, suggesting that different processes are acting to the 

shaping and maintenance of the observed patterns. The third work in this part is about the 

characterization of length variation in the mtDNA control region; the variation was due to the 

existence of tandem repetitions of conserved sequence blocks in the control region and the 

observations suggested that repetitions may be independent events in each locality. The analysis 

of variable domain revealed high intra-specific polymorphism and suggested that this region may 

be a potential marker for the study of species populations. The fourth work analyses the 

relationship between Caribbean and mainland population; Cuban populations differs significantly 

from all others results suggested different colonization events for Caribbean region. The other 

part of this thesis consists of two works about characterization of wing variation. The first one 

(Article 3) provides a morphological analysis of wing variation of C. hominivorax and evaluate 

the potential use of this morphological character for population variation studies. We found a 

striking sexual dimorphism in the species for both wing size and shape and suggested that it 

reflects a history of different selection pressures operating on males and females. We also found 

morphological variation between populations, which were not associated with latitude or 

temperature; these preliminary results suggested that C. hominivorax morphology might be 

affected by locality and/or host characteristics. The second work is about wing variation between 
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C. hominivorax and C. macellaria, results indicated that geometric morphometric methods are 

useful for species identification and that this strategy could be useful in monitoring invasions 

events in regions where species have been previous eradicated. Results of this part indicated that 

wing shape and size may be a reliable marker for population analyses of New World Screwworm, 

and for inter-specific analyses in genus Cochliomyia.  

 

KEY WORDS: Cochliomyia hominivorax, New World screwworm, genetic differentiation, 
populations, mitochondrial DNA, wing morphological variation.  
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APRESENTAÇÃO E ORGANIZAÇÃO DA TESE 

O trabalho aqui apresentado está inserido em um contexto de caracterização da 

diversidade genética da mosca da bicheira. Seu objetivo principal é conhecer mais 

detalhadamente a espécie, possibilitando assim futuros avanços no desenvolvimento e aplicação 

de técnicas de manejo e controle desta espécie nas Américas.  

Este é, até o momento, o trabalho mais amplo de estudo sobre a variabilidade genética e 

distribuição da diversidade em populações naturais da espécie, e incluiu a análise, através de 

marcadores do DNAmt, de populações desde o Caribe até o Uruguai, o que abrange quase que a 

totalidade da distribuição geográfica atual da mosca da bicheira. Também é o primeiro trabalho 

que caracteriza a variação morfológica da asa e avalia a utilidade desse caráter para futuros 

estudos populacionais. 

 

O texto está organizado da seguinte forma:  

A parte I, denominada “contexto do trabalho”, é composta por uma introdução, 

descrevendo características da mosca e atual panorama do conhecimento da diversidade genética 

molecular e morfológica da espécie, seguida da apresentação dos objetivos principais do trabalho 

e da metodologia detalhada, incluindo os principais procedimentos utilizados para obtenção e 

análise dos dados. 

A parte II descreve a abordagem molecular e está dividida em 4 trabalhos: um artigo 

publicado sobre variação no Uruguai (Artigo 1), um artigo aceito para publicação que aborda a 

distribuição da diversidade ao longo da distribuição geográfica (Artigo 2), um ítem sobre 

caracterização da variação de tamanho da região controle do DNAmt da espécie e um item de 

análise por sequenciamento do gene COII, para investigar a relação entre algumas amostras de 

diferentes localidades do Caribe e América continental. 

A parte III aborda a variação morfológica da asa de C. hominivorax e divide-se em 2 

trabalhos: um artigo em preparação sobre a caracterização da variação de tamanho e forma da asa 

em populações da espécie (Artigo 3), e um item sobre a comparação da morfologia da asa entre 

C. hominivorax e C. macellaria. 

A parte IV apresenta, por fim, uma discussão geral sobre os resultados obtidos e as 

conclusões do trabalho. 
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Além das referências bibliográficas, o texto inclui ainda dois Apêndices: um trabalho 

publicado como capítulo de livro, realizado com marcadores microssatélites e mitocondriais para 

análise da diversidade genética de populações do Uruguai (Artigo 4), e um trabalho em 

preparação que discute o problema de identificação de origem das amostras introduzidas na Líbia 

no final da década de 1980. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 A Mosca da Bicheira 

A espécie Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858 - Diptera: Calliphoridae), conhecida 

no Brasil como a mosca da bicheira, é um ectoparasita obrigatório considerado importante praga 

da pecuária na região Neotropical (Guimarães et al., 1983). Juntamente com a mosca do berne 

(Dermatobia hominis) e a mosca dos chifres (Haematobia irritans irritans) é responsável por 

graves prejuízos econômicos a pecuária por afetar diretamente a produção animal, através da 

redução na produção de carne e leite e da qualidade do couro (Guglielmone et al., 1999; 

Guimarães & Papavero, 1999). 

O que faz da mosca da bicheira uma importante praga da pecuária é seu modo de 

infestação, conhecido como miíase. O termo miíase foi definido por Zumpt  em 1965 e refere-se 

à “infestação de vertebrados vivos por larvas de dípteros que, pelo menos durante algum período 

do seu desenvolvimento, se alimentam dos tecidos vivos ou mortos do hospedeiro, de suas 

substâncias corporais ou alimentos por ele ingeridos”. Dentre as moscas causadoras de miíases, 

destacam-se as pertencentes às famílias Calliphoridae, Oestridae e Sarcophagidae (Diptera: 

Brachycera), que são em geral espécies de importância médico-sanitária e econômica, uma vez 

que infestam o homem e seua animais domésticos e/ou promoverem a disseminação mecânica de 

patógenos (Guimarães & Papavero, 1999). Das moscas da família Calliphoridae, a mosca da 

bicheira, com distribuição Neotropical, e a sua equivalente ecológica Chrysomya bezziana 

(Villeneuve), com distribuição no velho mundo (Hall & Wall, 1995), são as que mais se destacam 

por causarem miíases obrigatórias (alimentam-se de tecidos vivos do hospedeiro). 

Cochliomyia hominivorax foi descrita pela primeira vez pelo médico francês Charles 

Coquerel (Coquerel, 1858) em 1858 como Lucilia hominivorax a partir de um exemplar obtido 

parasitando um homem, e por isso “hominivorax” o que quer dizer literalmente “comedora de 

homem” (Rocha, 1956). O gênero Cochliomyia só foi sugerido mais de meio século depois da 

identificação da espécie, por C.H.T Townsend (1915), para incluir as moscas da família 

Calliphoridae causadoras de miíase no Novo Mundo.  

Dada a grande similaridade morfológica entre C. hominivorax e C. macellaria (Fabrícius, 

1775), a primeira foi consideradas por muito tempo sinônimo da segunda. Apesar de alguns 

autores já haverem sugerido que eram duas espécies diferentes (Rocha, 1956), foi apenas em 

1933 que a situação dessas espécies foi definitivamente esclarecida por Cushing & Patton (1933). 
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Estes autores identificaram que existiam duas espécies distintas: uma saprófaga, C. macellaria, e 

a outra, C. hominivorax, responsável pelas miíases primárias causadas em animais domésticos e 

no homem.  

Atualmente, considera-se que o gênero Cochliomyia Townsend é formado por quatro 

espécies de calliforídeos endêmicos do Novo Mundo: Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 

1858), C. macellaria (Fabrícius, 1775), C. aldrichi (Del Ponte, 1938) e C. minima (Shannon, 

1926), sendo a primeira espécie a única considerada praga da pecuária e, por isso, causadora de 

grandes prejuízos econômicos (FAO, 1993). 

Cochliomyia hominivorax é um ectoparasita de animais de sangue quente, que possui uma 

ampla gama de possíveis hospedeiros, desde pequenos mamíferos silvestres até o homem, porém 

é mais conhecido por parasitar animais domésticos tais como bois, ovelhas e cães. O ciclo de vida 

desta espécie está esquematizado na figura 1.1.  

 

 

 

Figura 1.1 – Representação do ciclo de vida de Cochliomyia hominivorax, a mosca da bicheira. 
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As fêmeas de C. hominivorax colocam seus ovos em bordas de feridas recentes ou em 

orifícios corporais dos hospedeiros e as larvas, após eclodirem, se alimentam de seus tecidos 

vivos, gerando exsudatos que atraem outras fêmeas para oviposição. Cada fêmea pode colocar em 

média 200 ovos (variando de 10 a 500) e após 24 horas as larvas eclodem e começam a se 

alimentar do tecido do hospedeiro. A larva atinge a maturidade entre 4-8 dias, após esse período 

deixa a ferida e cai no solo, onde se transforma em pupa. O adulto emerge em aproximadamente 

8 dias, podendo levar até 50 dias dependendo das condições do ambiente, dando inicio a um novo 

ciclo (Cushing & Patton, 1933; Hall, 1948, Guimarães et al., 1983). As fêmeas dessa espécie 

copulam uma única vez (Crystal, 1967) e os machos possuem comportamento muito agressivo 

(Guillot et al., 1978; Krafsur, 1978).  

Historicamente a distribuição geográfica de C. hominivorax se estendia desde o Sul dos 

Estados Unidos até o Uruguai e parte da Argentina, porém foi erradicada da América do Norte e 

América Central continental pela “Técnica do Inseto Estéril” (revisão em Hall & Wall, 1995; 

Dyck, Hendrichs & Robinson, 2005). A atual distribuição dessa espécie compreende os países da 

América do Sul, exceto Chile, e algumas ilhas do Caribe (Hall & Wall 1995). 

A espécie C. macellaria é muitas vezes confundida com C. hominivorax pois suas larvas 

também podem ser encontradas em feridas de mamíferos, porém se alimentando de tecidos 

necrosados. As larvas dessa mosca são encontadas na maior parte das vezes em carcaças, lixo 

urbano ou fezes, juntamente com outras espécies de califorídeos, sarcofagídeos e muscídeos 

(Guimarães et al., 1983; Zumpt 1965). Por possuir hábito necrófago e sinantrópico, C. macellaria 

está listada entre os vetores de doenças em homens e animais, assumindo assim importância 

médico-sanitária (Ferreira, 1983). Essa espécie é comum na América Neotropical, distribuída 

desde o sul do Canadá até o norte da Argentina (Baumgartner & Greenberg 1985).  

Pouco se sabe sobre os hábitos e abundância relativa das outras duas espécies do gênero, 

C. aldrich e C. minima. Estas espécies têm distribuição geográfica restrita a algumas ilhas do 

Caribe e à Flórida (Dear, 1985). Os adultos são aparentemente atraídos por material em 

decomposição (Hall, 1948), e em Porto Rico foi registrado um único caso de C. minima 

associado a miíase (De León & Fox, 1980). Estas espécies são raramente consideradas em guias 

de identificação e os seus estágios imaturos ainda não estão descritos na literatura (FAO, 1993).  
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1.2 Importância econômica e métodos de controle 

A produção animal tem uma significativa importância no contexto sócio –econômico 

brasileiro, bem como em outros países da América do Sul e Central (FAO, 2007). Os produtos 

derivados da produção animal são utilizados tanto para consumo no país de origem como 

representam parte importante das balanças comerciais de importação e exportação (ex: ABIEC, 

2007; IBGE, 2007). Por exemplo, em 2005, o Brasil figurava em primeiro lugar da lista em 

produção de bovinos no mundo, seguido por Índia e China, e a exportação de couro chegou a 

representar cerca de 10% do mercado mundial (IBGE, 2005).  

A tendência do crescimento da população mundial é um fator que aumenta a demanda da 

produtividade de carne, leite e derivados e para tanto o desenvolvimento do setor pecuarista é 

extremamente importante. Esse desenvolvimento está diretamente associado a um controle 

sanitário dos animais, reduzindo os custos e aumentando a qualidade dos produtos; nesse sentido 

é importante um contínuo investimento em tratamento e controle de pragas da pecuária, como a 

mosca da bicheira.  

Embora ainda não tenha sido estabelecida uma estimativa oficial de custo relativo a 

tratamento e controle da mosca da bicheira no Brasil, Vargas-Terán et al. (2005) estimou que este 

pode ser de aproximadamente 1,5 milhão de dólares anuais. Esta estimativa foi realizada 

considerando como referência um trabalho realizado na do Caribe por Rawlins (1985), que 

estimou que a perda anual com monitoramento e tratamento da praga variou de US$ 4,82 a US$ 

10,71 (média  US$ 7,76) por animal. Considerando a mais recente estimativa de rebanhos no 

Brasil e em outros países da América do Sul e Central, podemos estimar que as perdas anuais são 

ainda maiores (Tabela 1.1).  
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Tabela 1.1-Número (x1000) de animais sujeitos a infestação por Cochliomyia hominivorax (FAOSTAT 
2007, IBGE 2007) e estimativa aproximada de custos anuais em tratamento e controle da praga em alguns 
países da América do Sul e Central (considerando média de gastos US$ 7,76 por cabeça; adaptado e 
atualizado de Vargas-Terán et al., 2005). 

  

 Bovinos Ovinos Caprinos Suínos Equinos
Aseninos 
e Muares

Total Custos* 

Brasil 207.157 15.588 10.307 34.064 5.787 2.580 275.483 2137,75 

Argentina 50.768 12.450 4.200 1.490 3.655 283 72.846 565,28 

Colombia 25.699 3.333 4.105 1.724 2.554 571 37.986 294,77 

Venezuela 16.615 525 1.342 3.264 500 512 22.759 176,61 

Uruguai 11.956 9.712 16 257 432 5 22.378 173,66 

Paraguai 9.983 500 155 1.600 360 50 12.647 98,14 

Bolivia 7.517 8.987 1.926 2.488 456 717 22.092 171,44 

Peru 5.241 14.822 1.957 3.005 730 910 26.666 206,93 

Equador 4.971 1.053 144 1.281 411 295 8.155 63,28 

Cuba 3.737 2.761 1.171 1.761 483 30 9.943 77,16 

Rep. Domin. 2.200 123 190 580 343 291 3.727 28,92 

Jamaica 430 1 440 85 4 33 993 7,71 

Trinid. & Tob. 29 3 59 43 1 4 140 1,09 

*US$ Milhão 

O método tradicional de controle de C. hominivorax, e mais utilizado até hoje na América 

do Sul e Caribe, envolve o uso tópico de diferentes inseticidas nos animais infestados por larvas. 

Dentre os compostos mais utilizados no Brasil estão os organofosforados, piretróides e as 

avermectinas (Sindam, 2008). O principal problema deste método está no fato de que a aplicação 

de inseticidas pode resultar no acúmulo de resíduos na carne, leite e derivados, ou ainda no meio 

ambiente (Sereno et al., 1996). Além disso, o uso imprópio e contínuo desses químicos pode 

levar a seleção de linhagens resistentes do parasita.  

O impacto econômico causado pela praga na primeira metade do século passado, 

principalmente no sul dos  Estados Unidos (Broce, 1985), despertou o interesse da comunidade 

científica em desenvolver medidas de controle desta praga, e alguns pesquisadores concluíram 

que reduzir ou eliminar a população de insetos seria uma solução melhor do que tratar 

topicamente os animais infestados. Foi nesse cenário, e somado aos adventos das técnicas de 

criação em massa de C. hominivorax em laboratório, que E. F. Knipling concebeu um novo 

método para controle (e erradicação) desta espécie, que foi denominado “Técnica do Inseto 

Estéril” (temo em inglês, “Sterile insect tecnique”-SIT) (Knipling, 1955). 
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O SIT é uma técnica que envolve a criação, esterilização e liberação de milhares de 

insetos. O princípio do método é a liberação no campo de machos estéreis em maior número do 

que os selvagens (mínimo 3 vezes mais) para acasalarem com fêmeas que, por sua vez, irão 

produzir proles inviáveis, levando a população à extinção (Knipling, 1955). Atualmente esta 

técnica tem sido utilizada com sucesso para erradicação e controle de diferentes espécies de 

inseto praga (ex: Ceratitis capitata, Cydia pomonella, Glossina palpalis; Dyck, Hendrichs & 

Robinson, 2005) 

No início de 1954 o primeiro teste efetivo de erradicação de C. hominivorax foi realizado 

com sucesso na ilha de Curaçao (Klassen & Curtis, 2005).  Em 1956 foi iniciado um programa 

para erradicação da praga nos Estados Unidos com a utilização de SIT; uma década mais tarde o 

país foi considerado livre da mosca. Depois disso, foram estabelecidos outros programas de 

erradicação através do SIT na América do Norte e Central (revisão em Vargas-Terán et al., 

2005). Hoje são declarados livres da praga: Porto Rico (declarado livre de C. hominivorax em 

1975), México (1991), Belize e Guatemala (1994), El Salvador (1995), Honduras (1986), 

Nicarágua (1999), Costa Rica (2000) e Panamá (2001). Está sendo mantida uma barreira 

permanente através da liberação de insetos estéreis na divisa entre Panamá e Colômbia para 

impedir a re-introdução na América Central e do Norte, por moscas advindas da América do Sul 

(Vargas-Terán et al., 2005). Ocorrências esporádicas e tentativas de re-introdução vêm sendo 

continuamente monitoradas e controladas utilizando-se esta técnica (Vargas-Terán et al., 2005). 

Em 1988, foi registrada pela primeira vez fora das Américas, a ocorrência de infestação por 

C. hominivorax na Líbia (Gabaj & Beesley, 1989; El-Azazy, 1992; Vargas-Téran et al., 1994), 

demonstrando o grande potencial de dispersão e adaptação dessa espécie em novas regiões (ver 

detalhes no Apêndice B deste trabalho). A mesma técnica (SIT) foi utilizada na Líbia, declarada 

livre da praga em julho de 1992 (Vargas-Téran et al., 1994; Klassen & Curtis, 2005).  

A lista de sucessos envolvendo erradicação de C. hominivorax pelo uso de SIT fez dessa 

espécie um importante modelo para erradicação de pragas (Klassen & Curtis, 2005). O único 

caso problemático de erradicação de C. hominivorax ocorreu  na Jamaica (FAO, 1999; Dyck, 

Reyes Flores et al., 2005) e, apesar do insucesso ter sido atribuído principalmente a problemas 

operacionais, foi reconhecida a necessidade de se obter mais dados sobre ecologia e dinâmica das 

populações naturais da mosca da bicheira (Dyck, Reyes Flores et al., 2005).  

Nesse contexto, o estudo da variabilidade genética e da estrutura de populações é 

estratégico para a obtenção das informações sobre biologia da espécie. As informações obtidas na 
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análise de variabilidade e estrutura de populações podem ser utilizadas para predição de rotas de 

fluxo gênico, taxas de dispersão de indivíduos entre populações, identificação de populações 

reprodutivamente isoladas, delimitação de escala geográfica para programa de controle ou ainda 

monitoração da qualidade dos indivíduos criados em massa em uma biofábrica (revisão em 

Krafsur, 2005). Esses dados são de fundamental importância, por exemplo, para a tomada de 

decisões em relação à implementação de programas de erradicação baseados em SIT. 

 

1.3 Variabilidade Genética em Populações de Cochliomyia hominivorax 

Como resultado dos avanços obtidos com métodos de controle baseado em SIT, foram 

muitos os trabalhos publicados com linhagens de laboratório de C. hominivorax, que abordaram, 

por exemplo, métodos de esterilização por químicos e radiação, comportamento, dispersão e 

identificação de mutações (revisão em Guimarães et al., 1983). Apesar dos avanços obtidos 

nesses campos, ainda são poucos os trabalhos de caracterização da variabilidade genética de 

populações naturais da espécie, e muitas vezes estes apresentaram resultados contraditórios.  

Kaufman & Wasserman (1957) foram os primeiros a descrever o cariótipo de C. 

hominivorax (2n=12; XX-fêmea, XY-macho). Duas décadas mais tarde, Richardson e 

colaboradores (Richardson, Ellison & Averhoff, 1982a, 1982b) descreveram distintos cariótipos e 

indicaram a possibilidade de existência de biótipos (“Biotypes” ou “mating types”) sugerindo que 

C. hominivorax poderia ser considerada um complexo de espécies crípticas. Usando a mesma 

técnica Gagné & Peterson II, (1982) questionaram a existência desses biótipos. Dev, LaChance & 

Whitten (1986) desenvolveram poucos anos depois o primeiro mapa do cromossomo politênico 

dessa espécie e não detectaram variação entre populações originárias dos EUA (Texas) e Costa 

Rica (Cañas).  

A possibilidade da existência de biótipos e sua possível implicação para o programa de 

controle baseado em SIT, destacou a necessidade de novos estudos genéticos em populações de 

C. hominivorax.  

Abordagens genéticas clássicas baseadas em métodos de citogenética ou variação 

morfológica concluíram que C. hominivorax é uma única espécie, porém que apresenta 

polimorfismo (Mclnnis, 1981; McInnis et al., 1983; LaChance et al., 1982; LaChance & Whitten, 

1986; Azeredo-Espin, 1987). 
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Estudos da variação genética da espécie baseados na técnica de isoenzimas também 

resultaram em conclusões divergentes. Krafsur & Whitten (1993) e Taylor et al. (1994) 

analisaram populações da América do Norte e Central e concluíram que a espécie constitui uma 

única população panmictica. Por outro lado, Infante-Malaquias (1999) analisou cinco populações 

brasileiras com essa técnica e concluiu que existe diferenciação geográfica no sudeste do Brasil. 

Análises de marcadores do DNA mitocondrial (DNAmt) revelaram alto polimorfismo na 

espécie, porém com diferentes níveis de estruturação. Roehrdanz e colaboradores (Roehrdanz & 

Johnson, 1988; Roehrdanz, 1989) analisaram populações da América Central e do Norte e 

encontraram baixa divergência entre as populações continentais, em contraste com uma maior 

divergência entre a população da Jamaica e as do continente. Por outro lado, Infante-Vargas & 

Azeredo-Espin (1995) analisaram populações do sudeste do Brasil e identificaram certa 

subdivisão populacional. Os resultados obtidos com marcadores mitocondriais para populações 

brasileiras foram mais tarde corroborados por estudos com marcadores RAPD do genoma nuclear 

(Infante-Vargas et al., 1999).  

Não existe uma explicação conclusiva para as discrepâncias entre os diferentes trabalhos 

em genética de populações de C. hominivorax.  Uma possibilidade é que a diferença entre os 

trabalhos resulte em um padrão de distribuição da variabilidade genética da espécie em que as 

populações do centro da distribuição geográfica sejam estruturadas (Brasil) e com alta 

variabilidade, enquanto que as populações dos extremos da distribuição (no caso América do 

Norte e Central) sejam menos variáveis e pouco estruturadas, devido a efeitos de colonização 

(Infante-Vargas, 1999). Outra interpretação possível é que a discrepância entre os resultados 

reflita a inclusão de diferentes populações nas análises e/ou do uso de diferentes marcadores. 

Considerando o exposto acima, fica claro que o cenário da variabilidade e subdivisão 

populacional em C. hominivorax ainda é uma questão em aberto. Nesse sentido um estudo 

abrangente sobre a extensão e distribuição da diversidade genética na espécie ao longo da atual 

distribuição geográfica é estratégico, uma vez que pode auxiliar na tomada de decisões em 

futuros programas de controle. 

 

1.4 Marcadores Moleculares e Morfológicos e o Estudo de Populações   

O genoma mitocondrial animal é uma molécula dupla-fita circular relativamente 

compacta, com um tamanho médio de 16kb na maioria dos animais, que apresenta uma grande 
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conservação de conteúdo e estrutura, herança predominantemente materna e a alta taxa de 

substituição (Avise, 2004). Essas características contribuem para que este genoma seja 

empregado extensivamente como marcador molecular em diversos estudos evolutivos, incluindo 

inferência filogenética, identificação da origem de espécies, filogeografia, evolução molecular e 

análises de dinâmica e estrutura de populações (Simon et al, 1994; Zhang & Hewitt, 1997; Boore, 

1999; Avise, 2000; Avise, 2004; Shao & Barker, 2007). 

A análise de marcadores moleculares do DNA mitocondrial (DNAmt) tem contribuído muito 

para esclarecer mecanismos evolutivos envolvidos na manutenção da variabilidade genética de 

espécies da família Calliphoridae (ex: Roehrdanz, 1989; Infante & Azeredo-Espin, 1995; Valle & 

Azeredo-Espin, 1995; Wells & Sperging, 1999; Hall et al., 2001, Lessinger et al 2004; Azeredo-

Espin & Lessinger, 2006). O genoma mitocondrial de C. hominivorax foi totalmente seqüenciado 

(Lessinger et al., 2000), e se destaca por ser o primeiro genoma mitocondrial de insetos 

totalmente sequenciado em laboratório brasileiro. 

Dentre as diferentes técnicas empregadas para análise do DNAmt destacam-se a de RFLP 

total, PCR-RFLP e a de sequenciamento de regiões específicas. O PCR-RFLP vem sendo 

empregado em diversos estudos de populações naturais (ex: Baker et al., 1998; He & Haymer, 

1999; Chow et al., 2000; Ittig & Gardeñal, 2002). Esta técnica, consiste na amplificação de 

fragmentos específicos do DNAmt seguida pela digestão dos mesmos com enzimas de restrição 

diagnósticas (Simon et. al. 1993). A grande vantagem dessa técnica em relação ao RFLP total é 

que necessita de uma pequena quantidade de DNA, que pode inclusive ser extraído de amostras 

mal preservadas. Além disso, envolve custos menores do que o sequenciamento (Taylor et al., 

1996; Litjens et al., 2001). 

Litjens et al. (2001) utilizaram a técnica de PCR-RFLP como estratégia para um 

diagnóstico molecular rápido entre as espécies C. hominivorax e C. macellaria, e sugeriram que 

esta poderia ser um bom método para estudar populações naturais de C. hominivorax, por 

identificarem polimorfismos nas populações estudadas. Taylor et al. (1996) e Narang & 

Degrugillier (1995), também identificaram polimorfismo populacional em C. hominivorax 

utilizando essa técnica.  

Entre as regiões do DNAmt mais utilizadas para o estudo de populações estão as 

subunidades I e II do citocromo oxidase c (COI/II, COI/COII ou coxI/coxII) (ex: He & Haymer, 

1998; Brito et al., 2002; Sanetra & Crozier, 2003; Scataglini et al, 2006, Roe & Sperling, 2007). 

Mais recentemente, a região “controle” (região A+T em insetos, Zhang & Hewitt-1997) foi 
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incluída no estudo de populações (Baker et al 1998; Chow et al., 2000, Mardulyn et al., 2003; 

Vila & Bjorklund, 2004; Chu et al., 2003; Townsend & Rand, 2004).  

O estudo da variação morfológica também é importante para a caracterização da variação 

presente em uma população local. As variações morfológicas de um indivíduo, ou fenótipo, 

expressam a interação entre o genótipo e o ambiente, e podem revelar tanto processo de seleção 

natural, quando o genótipo é alterado, quanto a plasticidade fenotípica, quando apenas a 

morfologia é alterada (Scheiner, 1993; Ricklefs & Miles 1994). Como a variação nos caracters 

fenotípicos pode representar a ação da seleção natural, o estudo da variação morfológica pode 

revelar importantes resultados que não podem ser obtidos com marcadores moleculares neutros.  

Diferenças na morfologia da asa entre populações naturais têm sido bem documentadas 

em dipteros (e.g. Coyne & Beechan, 1987; Imasheva et al., 1994; Bitner-Mathé et al., 1995; 

Bitner-Mathé & Klaczko 1999; Alves & Beló, 2002; David et al. 2003; Reigada & Godoy, 2005). 

A maior parte dos trabalhos sobre o assunto foi realizada no gênero Drosophila, na qual a 

existência de clines em relação ao tamanho do corpo é documentada para diferentes espécies (ex: 

Pfriem, 1983; Hyytia et al., 1985; Imasheva et al., 1994; Huey et al., 2000; Collinge et al., 2006). 

A presença de clines, em geral é interpretada como adaptação dos indivíduos às condições do 

ambiente, e pode revelar muito sobre diferenciação populacional de uma espécie. 

Na espécie C. hominivorax os estudos de variação morfológica se baseiam principalmente 

nas características que a diferenciam de C. macellaria (FAO, 1993), e pouco se sabe sobre 

variações morfológicas entre as populações; tão pouco existem marcadores morfológicos bem 

estabelecidos para a análise de populações.  

Um dos poucos estudos que existem sobre variação morfológica entre populações de C. 

hominivorax foi realizado com base nas diferenças da genitália masculina (Richardson, Ellison & 

Averhoff, 1982b). Entretanto, Gagné & Peterson II (1982) identificaram que a variação na 

genitália do macho é muito influenciada pela cópula e pela idade dos indivíduos, e portanto, 

concluíram que as diferenças encontradas não podem ser utilizadas para separar populações. 

Dixon (1962) realizou um primeiro trabalho sobre variação morfológica de asa na espécie, 

procurando variações em venações que pudessem separar amostras selvagens das criadas em 

laboratório. Azeredo-Espin (1987) analisou a variação morfológica em populações de C. 

hominivorax através de diferentes caracteres da morfologia externa dos adultos e demonstrou que 

caracteres relacionados à variação de asa podem ser informativos para separar populações de 

diferentes regiões geográficas no Brasil. 
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2. OBJETIVOS 

Esse trabalho foi realizado com o objetivo geral de fornecer novos dados sobre 

variabilidade e estrutura genética de populações naturais da mosca da bicheira, Cochliomyia 

hominivorax, buscando a construção de um cenário mais claro sobre a dinâmica populacional da 

espécie ao longo de sua atual distribuição geográfica.  

 

Os objetivos do projeto incluíram: 

• Explorar a utilidade da técnica de PCR-RFLP do genoma mitocondrial para o estudo de 

populações de Cochliomyia hominivorax. 

• Analisar e mapear a variabilidade genética e estrutura de populações de Cochliomyia 

hominivorax ao longo da atual distribuição geográfica da espécie. 

• Identificar e caracterizar as variações morfológicas de tamanho e forma da asa de 

Cochliomyia hominivorax.  

• Avaliar o uso da morfologia da asa em estudos de variação populacional da mosca da 

bicheira. 
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3. METODOLOGIA DETALHADA 

3.1 Coleta das Amostras 

Na tabela 3.1 estão descritas as populações geográficas de Cochliomyia hominivorax 

amostradas nesse trabalho, bem como os dados de latitude e longitude de cada localidade e a 

relação de análises em que as amostras de cada localidade foram incluídas. A figura 3.1 é um 

mapa representando essas localidades.  

As amostras do Brasil das localidades de Caiapônia-GO, Caraguatatuba-SP, Costa Rica-

MS, Goiânia-GO, São Sebastião do Paraíso-MG, Estiva-MG, Carambeí-PR, Fagundes Varela-RS 

e Pinheiro Machado-RS foram coletadas no campo pela equipe do nosso laboratório (Laboratório 

de Genética Animal – CBMEG - UNICAMP), entre 2002 e 2006.  

Para facilitar a obtenção de amostras de outras localidades, foi desenvolvido por Tatiana 

T. Torres (Laboratório de Genética Animal – CBMEG - UNICAMP) um kit de coleta contendo 

12 frascos com EtOH 100% rotulados para identificação das amostras, uma pinça descartável, 

pares de luvas descartáveis, lápis e um manual de informações e instruções de coleta e 

armazenamento (Torres, 2006). Esse kit foi enviado para colaboradores e através da sua 

utilização foram obtidas as amostras de Campinas-SP, Cocalinho-MT, Goianira-GO, Santa Maria 

das Barreiras-PA e Santo Antônio das Missões-RS. 

A amostra de Campo Grande-MS foi gentilmente enviada pelo Dr. Wilson Köller, 

pesquisador da Embrapa Gado de Corte, Campo Grande-MS, e é representada por 12 fêmeas 

adultas de C. hominivorax fixadas em EtOH 100%, coletadas em armadilha orientada pelo vento  

As amostras do Uruguai foram coletadas em dois anos consecutivos (2003-2004), sendo 

que a primeira coleta foi realizada por uma equipe formada por pesquisadores do “Centro de 

Investigaciones Nucleares – CIN” da “Universidad de la República” do Uruguai e Laboratório de 

Genética Animal- CBMEG-UNICAMP do Brasil, e a segunda coleta foi realisada pelos 

pesquisadores do CIN e as amostras enviadas para nosso laboratório, fixadas em EtOH 100%. A 

equipe do CIN também coletou e nos enviou amostras da localidade de Ybytymi no Paraguai. 

A Agência Internacional de Energia Atômica (IAEA- “International Atomic Energy 

Agency”) facilitou a interação e o contato entre pesquisadores da América Central e do Sul para 

obtenção de mostras de C. hominivorax, como parte do projeto de pesquisa coordenado pelo 

Laboratório de Genética Animal-CBMEG-UNICAMP intitulado “Genetic Sexing of New World 
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Screwworm Fly” (FAO/IAEA-11822/RO). Através desse projeto o pesquisador René Garcia 

coletou e nos enviou amostras das localidades de Cuba, República Dominicana, Trinidad e 

Tobago, Colômbia e Equador, e o Dr. Alfredo Coronado (“Universidad Centro-ocidental 

Lisandro Alvarado”, Barquisimeto-Venezuela), pesquisador participante do projeto, nos enviou 

as amostras da Venezuela. As amostras da Jamaica também foram obtidas dentro desse projeto, 

estas foram coletas pelo Dr. Jimmy Bruce (Coordenador do projeto de erradicação de 

C.hominivorax na Jamaica) e nos enviadas diretamente pelo Dr. Alan S. Robinson (FAO/IAEA 

Agriculture and Biotechnology Laboratory, Viena, Austria).  

Todas as amostras, exceto Campo Grande-MS, foram coletadas diretamente em feridas de 

animais domésticos (bois, ovelhas, porcos ou cães) como larvas de 2º ou 3º instar. Após coleta, as 

larvas de cada ferida foram mantidas juntas e devidamente identificadas. Em seguida as larvas 

foram fixadas em etanol absoluto (EtOH 100%) ou colocadas em serragem para transformarem-

se em pupas (quando em 3º instar, já rosadas), ou ainda criadas no laboratório em carne fresca e 

sangue, até a fase de pupa. As pupas foram congeladas vivas em freezer – 70°C, para posterior 

extração de DNA, ou mantidas até os adultos emergirem. Os adultos que emergiram foram 

sacrificados por congelamento após 24h, para retirada das asas e extração de DNA, ou foram 

colocados em câmara de criação para manutenção de colônias no laboratório. 
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Tabela 3.1- Localidades amostradas, código das localidades, latitude, longitude e descrição das 
abordagens de análise conduzidas nas amostras das localidades. Lat: Latitude; Long: Longitude; PCR-
RFLP: Análise de amostras pela técnica de PCR-RFLP; AT: Sequenciamento da Região A+T; COII: 
sequenciamento de fragmento do gene COII; Morf.: análise de morfologia da asa. 

  Localidades Código Lat. Long. 
PCR -
RFLP

AT COII Morf. 

Br Caiapônia-GO  BCA 16°57 S 51°48 W     

 Campinas - SP BCP 22°48 S 47°03 W     

 Campo Grande - MS BCG 20°27 S 54°36 W     

 Caraguatatuba - SP BCT 23°37’ S 45°24 W     

 Carambeí - PR BCI 24°55 S 50°05 W     

 Cocalinhos - MT BCO 14°22 S 51°00 W     

 Costa Rica - MS BCR 18°32 S 53°07 W     

 Estiva-MG BES 22°27 S 46°01 W     

 Fagundes Varela- RS BFV 28°52 S 51°41 W     

 Goiânia-GO BGO 16°43 S 49°15 W     

 Goianira-GO BGN 16°32 S 49°22 W     

 Pinheiro Machado - RS  BPM 31º 34 S 53º 23 W     

 Santa Maria das Barreiras-PA BSM 08º52 S 49º42 W     

 São Sebastião do Paraíso-MG BSS 20°55 S 46°59 W     

  Santo Antônio das Missões-RS BSA 29°04 S 56°19 W     

Co Turbo COT 8°05 N 76°43 W     

Cb Ciego de Ávila CCA 21°50 N 78°46 W     

 Ciro Redondo  CCR 21°53 N 82°54 W     

 Pinar del Rio  CPR 22°25 N 83°41 W     

  Santiago de Cuba  CSC 20°01 N 75°49 W     

Eq Sto Domingo de los Colorados ECO 0° 15 S 79°10 W     

Jm Kingston JAM 17°59 N 76°47 W     

Py Ybytymi - Paraguari PYB 25°46 S 56°41 W     

RD San Domingos  RPD 18°28 N 59°53 W     

T&T Puerto España  TET 10°40 N 61°28 W     

Uy Bañados de Medina  UBM 32°23 S 54°21 W     

 Cerro Colorado  UCC 33°52 S 55°33 W     

 Colonia  UCO 34°28 S 57°51 W     

 Dayman  UDA 31°33 S 57°57 W     

 Juaquín Suarez UJS 34°44 S 56°02 W     

 Paso Muñoz UPM 31°27 S 56°23 W     

  San Antonio  UST 31°24 S 57°58 W     

Ve Barquisimeto VBA 10°03 N 69°19 W     

 Encontrados VEN 09°03 N 72°14 W     

  Juangriego VJU 11°04 N 63°57 W     
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Figura 3.1- Mapa esquemático das localidades amostradas. Códigos das localidades descritos na 
tabela 3.1. 
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3.2 Obtenção e análise dos dados moleculares 

3.2.1 Extração de DNA 

Os indivíduos de C. hominivorax coletados (larvas, pupas ou adultos) foram usados para a 

extração de DNA total, conduzida seguindo método fenol: clorofórmio descrito por Infante-

Vargas & Azeredo-Espin (1995) e adaptado para microcentrifuga da seguinte forma: cada 

individuo foi homogeneizado em 300 µl de solução tampão (10mM Tris, 60mM NaCl, 300 mM 

sacarose, 10 mM EDTA) e em seguida adicionou-se 300 µl de solução de lise, contendo 2% de 

DEPC (300mM Tris, 40mM SDS, 20 mM EDTA). Essa solução foi encubada por 15 mim a 4 °C, 

adicionou-se 600 µl de fenol (0,5 M Tris, pH 8,0) e centrifugou-se 10 mim a 12.000 rpm. A fase 

aquosa foi transferida para um tubo novo, foi adicionado 300 µl de fenol e 300 µl clorofórmio: 

álcool isoamílico (24:1) e centrifugou-se novamente 5 mim a 12.000 rpm. A nova solução aquosa 

foi transferida para outro tubo e o procedimento anterior foi repetido adicionando-se apenas 600 

µl clorofórmio: álcool isoamílico. O sobrenadante final foi precipitado com EtOH 100% gelado, a 

-20 °C por 1:30h. O precipitado foi ressuspendido em 50 a 300 µl de TE, dependendo da amostra.  

Foram extraídos, em média, 3 indivíduos por ferida amostrada, além dos adultos coletados 

no campo, totalizando 1487 extrações. O DNA total extraído foi armazenado à -20°C. 

 

3.2.2 Amplificações  

As regiões do DNA mitocondrial a serem utilizadas na análise por PCR-RFLP foram 

escolhidas com base nos trabalhos de Infante-Vargas & Azeredo-Espin (1995), Lessinger et al. 

(2000) e Litjens et al. (2001). Foram escolhidos dois fragmentos de DNA para análise: (1) um 

contendo as seqüências completas da região controle, tRNA-Gln e tRNA-Ile, e seqüências 

parciais do tRNA-Met e do gene 12S rRNA (A+T/12S – 2100pb) e (2) outro fragmento contendo 

as seqüências completas dos genes da Citocromo oxidase c, subunidades I e II (COI/COII- 

2360pb) 

As regiões A+T/12S e COI/COII do DNAmt foram amplificadas via PCR (“Polymerase 

Chain reaction”) utilizando-se pares de oligonucleotídeos (“primers”) previamente descritos por 

Simon et al. (1994). Para a região A+T/12S foi utilizado o par TM-N-193/SR-J-14233 e para 

COI/COII o par TY-J-1460/TK-N-3785. As reações de amplificação foram preparadas para um 

volume final de 25 µl e conduzidas em diferentes termocicladores (PTC-100 e PTC-200 – MJ 
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Research, GeneAmp 9600 - Perking Elmer ou GeneAmp 9700-Applied Biosystems),  nas 

condições descritas em Lessinger & Azeredo-Espin (2000) e Litjens et al (2001). Os produtos das 

reações de amplificação foram analisados através de gel  de agarose 1,0% submetido à corrida 

eletroforética a 80 Volts em tampão 1 X TAE, por aproximadamente 1 hora. O gel foi corado 

com Brometo de Etídeo (EtBr) por 10 minutos e fotografado usando o programa Kodak EDAS 

290 em um trans-iluminador ultravioleta. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram 

confirmados por comparação com o padrão de peso molecular “DNA ladder Plus 1KB” (12Kb a 

100pb, gibco-BRL). 

Algumas amostras apresentaram dificuldade de obtenção dos fragmentos diretamente via 

PCR, e para solucionar esse problema a técnica de “Nested-PCR” foi utilizada com dois 

conjuntos de “primers” em duas reações distintas. Para tanto, contruíu-se três novos 

oligonucleotídeos: dois flanqueando a região COI/COII, nos genes ATP8 (A8-N-3931: 5’AAT 

TGG TGC TAT TTG AGG 3’) e tRNA-Trp (TW-J-1287: 5’ACT AAT AGC CTT CAA AGC 

3’); e um no gene tRNA-Val (TV-J-14022: 5’ TTC AAT GTA AAT GAA ATG C 3’), a jusante 

da subunidade 12S rRNA. O “primer” TV-J-14022 foi utilizado juntamente com o N2-N-327 

(Oliveira et al., 2006), para amplificar a região A+T/12S. Uma reação inicial foi conduzida com 

os “primers” externos para cada região e o produto dessas amplificações foi usado como 

“amostra” para a segunda reação, como descrito acima.  

Para a construção dos novos “primers” a seqüência homóloga dos genes tRNA-Trp, 

tRNA-Val e ATP8  de C. hominivorax e outros Califorídeos disponível no GenBank, foram 

alinhadas independentemente usando o programa Clustal X (Thompson et al., 1997). Os 

“primers” foram selecionados com base nas seqüências conservadas das regiões, na estabilidade 

estrutural e nas propriedades termodinâmicas de cada um, analisados no programa Gene Runner 

(Hastings Software Inc., Hastings on Hudson, NY). A nomenclatura e posição relativa dos novos 

“primers” foi estabelecida de acordo com Simon et al. (1994).  

Esses novos “primers” foram testados em outras espécies da família Calliphoridae, 

Oestridae e Muscidae, com o objetivo auxiliar amplificações específicas de regiões do DNAmt 

em futuros trabalhos com essas espécies. Os “primers” A8-N-3931 e TV-J-14022 foram testados 

em conjunto com outros “primers” universais de insetos (Simon et al., 1994) nas espécies 

Cochliomyia macellaria, Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala da 

família Calliphoridae, Musca domestica e  Stomoxys calcitrans  da família Muscidae e 
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Dermatobia hominis da família Oestridae. Para todas essas espécies os novos “primers” 

funcionaram muito bem.  

O “primer” TW-J-1287 foi testado com diferentes “primers” desenhados para a região 

COI/COII de insetos (Simon et al., 1994) em um conjunto maior de espécies, para validar seu uso 

em trabalhos futuros com o gene COI  na família Calliphoridae. Além das espécies citadas acima 

este “primer” foi testado para: Chrysomya rufifacies, Lucilia eximia, Lucilia sericata, Lucilia 

cuprina, Hemilucilia segmentaria, Hemilucilia semidiaphana, Hemilucilia flavifacies, Calliphora 

dubia, Calliphora vomitoria, Chloroprocta idioidea, Phormia regina e Protophormia terranovae. 

O “primer” funcionou para amplificação do segmento em todas as espécies citadas. 

 

3.2.3 Seleção das enzimas marcadoras e digestão das amostras 

A  análise preliminar para detecção de polimorfismo nas regiões COI/COII e A+T/12S foi 

realizada com três indivíduos por localidade escolhidos aleatoriamente de diferentes populações, 

sendo três do Brasil (Manaus-AM, Goiânia-GO e Caraguatatuba-SP)  e três do Uruguai (Colonia-

Col, San Antonio-Sal e Paysandú-Pay). As amostras do Brasil foram de extrações de DNA total 

previamente utilizado em estudos em nosso laboratório (Infante-Vargas e Azeredo-Espin, 1995; 

Lyra & Azeredo-Espin, 2002). As amostras do Uruguai usadas para essa análise preliminar foram 

coletadas, fixadas em Etanol 100% e nos enviadas  no início de 2002 por Pablo Fresia Coronel.  

As amostras foram amplificadas e digeridas para obtenção de uma informação inicial sobre os 

sítios de restrição presentes nas regiões escolhidas para a análise.  

As enzimas selecionadas para essa análise foram escolhidas com base nos resultados 

preliminares obtidos por RFLP total do DNAmt e mapa de restrição do DNAmt (Infante-Vargas e 

Azeredo-Espin, 1995; Lessinger et al., 2000), nos dados obtidos por PCR-RFLP das regiões 

A+T/12S e COI/COII do DNAmt (Litjens et al. 2001) e com base nas seqüências de cada região 

disponível para C. hominivorax (Lessinger et al., 2000) usando o  programa WebCutter (Heiman, 

1997). 

Foram selecionadas 9 diferentes enzimas para digestão da região A+T/12S (Cla I, Dra I, 

EcoR V, Hae III, Hind III, Msp I, Mun I, Sau96 I e Ssp I) e 13 enzimas para digestão da região 

COI/COII  (Ase I, Dde I, Dra I, EcoR I, EcoR V, Hind III, Hpa I, Msp I, Rsa I, Sma I, Ssp I, Sst I 

e Xho I) (Tabela 3.1). Alíquotas de 3 µl dos produtos de PCR de cada região foram digeridas 

separadamente com cada enzima selecionada, de acordo com as recomendações dos fabricantes 
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(Gibco-BRL e Pharmacia, Peapack, NJ). Os fragmentos obtidos foram separados em gel de 

agarose 2,0%, corados com brometo de etídio e fotografados utilizando o software Kodak EDAS 

290 em transiluminador UV. Os tamanhos dos fragmentos foram estimados comparando-os com 

o padrão de tamanhos moleculares DNA Ladder Plus 1kb (12Kb to 100pb; Gibco-BRL). 

Digestões com enzimas que produziram diferentes padrões foram repetidas para confirmar se os 

padrões observados não eram resultados de digestão parcial. Fragmentos menores que 200pb não 

foram incluídos na análise, devido a falta de resolução precisa do gel de agarose, resultando em 

algumas inconsistências quando comparados à soma dos fragmentos digeridos e o tamanho 

original da região amplificada (Tabela 3.2). 

 

Tabela 3.2-Padrões de restrição obtidos para as regiões A+T/12S e  COI/COII de C. hominivorax na 
análise preliminar para escolha das enzimas marcadoras. Em negrito, enzimas selecionadas para análise 
populacional. * produto de PCR não digerido. Fragmentos menores que 200pb não foram incluidos na 
tabela.  
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Baseados nos resultados dessa análise preliminar, foram escolhidas as enzimas que 

apresentaram padrões polimórficos para serem utilizadas na análise das populações geográficas 

de C. hominivorax. A enzima Dra I foi selecionada para digestão da região A+T/12S e as 

enzimas Ase I e Msp I foram selecionadas para a digestão da região COI/COII. 

 

3.2.4 Análises dos dados obtidos por PCR-RFLP 

Haplótipos: Os diferentes padrões de restrição obtidos com cada enzima para cada região 

mitocondrial analisada, foram designados por letras maiúsculas de acordo com a ordem em que 

eles foram identificados. Para cada indivíduo essas letras foram compiladas em um haplótipo 

composto designado por números.  

Cada haplótipo foi transformado em um vetor de zeros (0) e uns (1) (ausência ou presença 

de determinado fragmento de restrição, respectivamente), este vetor foi usado para representar  os 

componentes de seu “fenótipo PCR-RFLP” e uma matriz foi construída com todos os haplótipos 

para ser usada nas análises da variação genética em C. hominivorax. Com base nessa matriz, a 

distância evolutiva (d) entre os pares de haplótipos foi estimada de acordo com Nei & Li (1979) e 

Nei (1987, eq. 5.55) usando o programa REAP (Restriction Enzime Analysis Package”, McElroy 

et al. 1992). 

Para as estimativas da freqüência haplotípica e comparações genéticas entre as 

populações, cada haplótipo encontrado em uma ferida foi considerado apenas uma vez. Essa 

abordagem evita um desvio nas análises causado pela re-amostragem da mesma mitocôndria, 

garantindo uma maior precisão nas estimativas de subdivisão populacional. Por outro lado, essa 

abordagem conservadora, que diminui o tamanho da amostra, pode causar um desvio nas 

estimativas de diversidade, já que haplótipos comuns são considerados apenas uma vez em 

múltiplas infecções; porém esse desvio na estimativa da diversidade é minimizado pelo fato das 

larvas possuírem hábito gregário (Guimarães et al., 1983), o que aumenta muito a chance de 

amostragem de larvas irmãs. 

Diversidade: a diversidade genética encontrada nas populações foi interpretada usando as 

estimativas de diversidade haplotípica (Hs= probabilidade de dois haplótipos escolhidos 

aleatoriamente na população serem diferentes; Nei, 1987-eqs. 8.4, 8.5 e 8.12,) e diversidade 

nucleotídica (π= proporção de sítios nucleotídicos diferentes quando dois haplótipos são 

escolhidos ao acaso em uma população; Nei & Tajima, 1981). Esses índices foram estimados no 
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programa REAP (McElroy et al., 1992), considerando tanto a freqüência dos haplótipos na 

população como a distância d entre os pares de haplótipos.  

Diferenciação populacional: A distribuição da variação genética dentro e entre as 

populações foi estimada por análise de variância molecular (AMOVA, Excoffier et al., 1992), 

utilizando o programa ARLEQUIN (versão 2.0, Schneider et al., 2000; versão 3.01, Excoffier et 

al., 2005). O grau de isolamento entre as populações foi interpretado utilizando-se o parâmetro 

ΦST (Michalakis & Excoffier, 1996)  e a significância dos componentes de variância foi calculada 

utilizando-se um teste de permutação não paramétrico (10000 permutações, Excoffier et a.l, 

1992). A estrutura populacional também foi interpretada  através da estimativa da divergência 

nucleotídica (δ) entre as populações (Nei & Li, 1979, e Nei, 1987, eq. 5.55) e do FST's linearizado 

de Slatkin’s (Slatkin, 1995), sendo que a primeira foi calculada no programa REAP (McElroy et 

al., 1992) e o segundo computado usando o programa ARLEQUIN (Schneider et al., 2000; 

Excoffier et al., 2005) (detalhes em Lyra et al., 2005 e Lyra et al., in press). 

A análise de correlação entre as distâncias genéticas e geográficas foi realizada através do 

teste de Mantel (Smouse et al., 1986), utilizando-se as matrizes de distância geográfica e de 

divergência nucleotídica no programa ARLEQUIN. 

Apenas as populações que tiveram pelo menos 4 feridas amostradas foram incluídas nas 

análises de subdivisão populacional, pois este foi o critério estabelecido como número mínimo 

para estimativa de freqüência de haplótipos nas populações. 

 

3.2.5 Outros métodos de obtenção e análise de dados moleculares 

O detalhamento das metodologias utilizadas na obtenção e análise dos dados dos 

trabalhos “6. Caracterização da variação de tamanho da região controle do DNA mitocondrial de 

Cochliomyia hominivorax” e “7. Cochliomyia hominivorax em Cuba: Nova perspectiva sobre 

endemismo e introdução da praga no Caribe” estão descritos em cada um dos ítens relacionados, 

juntamente com resultados e discussão de cada um desses trabalhos. 
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3.3 Obtenção e análise dos dados morfológicos 

3.3.1 Montagem e digitalização das asas 

As amostras utilizadas para caracterização da variação morfológica, foram aquelas 

coletadas no campo como larvas de terceiro instar e colocadas na serragem para transformarem-

se em pupa. Essa escolha se deu principalmente pela dificuldade de se manter populações em 

laboratório a partir de um número relativamente pequeno de indivíduos coletados (observação 

pessoal). 

Cada pupa foi  individualizada em tubos de ensaio e mantida no laboratório à temperatura 

e umidade constantes (25 °C; 70% umidade), até emergência do adulto. Este, por sua vez, foi 

identificado quanto ao sexo e sacrificado por congelamento 24h após sair da pupa, tempo 

necessário para a completa abertura das asas. A identificação do sexo foi realizada após 

emergência do adulto considerando que na espécie, assim como em outros Calliphoridae, machos 

possuem olhos juntos em cima – holópticos ou subholópticos- e as fêmeas possuem olhos 

separados- diacópticos (Dear, 1985).  

As asas direita e esquerda de cada indivíduo foram retiradas na lupa com o auxílio de 

pinça e estilete. O par de asas foi montado sobre uma lâmina com uma gota de água, coberto com 

lamínula (selada com esmalte). A lâmina foi devidamente identificada com o número do 

indivíduo, o sexo e a localidade de origem da amostra. Após secagem das lâminas, a imagem de 

cada asa foi capturada com o auxílio de microscópio e câmara ligada a microcomputador e 

digitalizada (tomada das coordenadas dos pontos de intersecção e terminais das veias) com o 

auxílio do programa TPSDig (Version 1.31, Rohlf 2004). 

Foram escolhidos dois conjuntos de medidas para a análise da variação de tamanho e 

forma da asa: (1) um baseado em distâncias entre pontos de referências anatômicas (“landmarks”) 

- definido como método de “morfometria tradicional”, e (2) outro baseado nas referências de um 

conjunto de marcos anatômicos - definidos como morfometria geométrica (revisão em Monteiro 

& Reis, 1999).  

Os marcos anatômicos escolhidos para as análises estão esquematizados na figura 3.2. A 

figura 3.2A representa os 4 marcos escolhidos para as medidas de distância, sendo que as 

distâncias entre os pontos 1 e 2 foi estabelecida como medida de comprimento e a distância entre 

os pontos 3 e 4  como medida da largura da asa. A figura 3.2B representa os 16 marcos 

anatômicos escolhidos para a análise por métodos de morfometria geométrica: 14 marcos do tipo 
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I (intersecção de veias) e dois marcos do tipo II (marco 6 e 9 da figura 2B - pontos de máxima 

curvatura e/ou processos morfogenéticos locais) segundo a classificação de Bookstein (1991). 

 

 

Figura 3.2- Marcos anatômicos escolhidos para análise da variação morfológica em asa de C. 

hominivorax, A: marcos para análise por morfometria tradicional - CO: comprimento da asa, LA: largura 
da asa; B: marcos para análise por morfometria geométrica. 

 

3.3.2 Análise dos dados morfológicos 

As duas abordagens de análises foram escolhidas pois a morfometria tradicional poderia 

revelar a variação de forma total da asa e é um método intuitivo e de fácil interpretação em 

relação a variação de forma e a morfometria geométrica poderia revelar variações locais na 

morfometria da asa (como por exemplo, variação de posição nas veias internamente a asa). 

Morfometria tradicional: Para as análises de variação de tamanho e forma da asa em C. 

hominivorax, o tamanho foi interpretado como o comprimento da asa (distância entre pontos 1 e 

2 na figura 3.2A) e a forma como a razão entre largura (distância entre pontos 3 e 4) e 

comprimento.  

As análises dos dados morfológicos foram conduzidas com métodos univariados nos 

programas MiniTab14 ou Systat (Systat v 8.0; Copyright@SPSS Inc 1998). A média, o desvio-

padrão e o intervalo de confiança foram estimados para cada variável. As diferenças  entre sexos 

e localidades foram verificadas por análise de variância (ANOVA). A análise exploratória de 

associação entre caracteres populacionais e variáveis geográficas ou climáticas (latitude e 

temperatura) foi realizada por regressão linear. As temperaturas utilizadas nas análises foram 

obtidas das estações meteorológicas mais próximas do local de coleta, e foram referentes às 

temperaturas médias do verão da coleta (detalhes em Lyra et al. - em preparação, Capítulo II, 

Artigo 3) 

1 mm 1 mm 

B A 
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Morfometria geométrica: O estimador isométrico conhecido como “tamanho do 

centróide” (TC) foi utilizado como variável de tamanho nas análises. Esta é uma medida derivada 

dos dados de coordenadas cartesianas e é definida como “a raiz quadrada da soma dos quadrados 

das distâncias de cada marco a um ponto médio na estrutura analisada” (Zelditch et al., 2004). A 

matriz de deformações (“partial warps”, com os componentes uniformes e deformações parciais) 

foi interpretada como variável de forma (Zelditch et al., 2004). O programa TpsRegr (Rohlf 

2005) foi utilizado para a obtenção das variáveis de tamanho e forma.  

As diferenças de tamanho entre sexos e localidades, e a correlação do tamanho com as 

variáveis geográfica e climática foram testadas por ANOVA e regressão linear, respectivamente, 

no programa MiniTab14. As diferenças de forma entre sexos e localidades foram testadas por 

MANOVA, no programa MiniTab14, e a correlação da variação de forma com as temperaturas, 

latitudes e tamanho dos indivíduos foi testada por regressão multivariada no programa TpsRegr 

(Rohlf, 2005). 

A variação de forma também foi explorada por análise de deformações relativas (“relative 

warp analysis- RWA”), uma análise semelhante (em resultado) a de componentes principais 

(PCA) (Bookstein 1989, revisão em Monteiro & Reis 1999). A RWA foi conduzida no programa 

TPSRelw (Rohlf, 1998). 
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ABORDAGEM MOLECULAR 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“E um dia os homens descobrirão que esses discos voadores 

estavam apenas estudando a vida dos insetos...” 

(Mário Quintana) 
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4. ARTIGO 1 

 

Lyra, M.L, Fresia, P., Santo, G., Cristina, J., Klaczko, L.B & Azeredo-Espin A.M.L. (2005) 

Analysis of Mitochondrial DNA Variability and Genetic Structure in Populations of New World 

Screwworm Flies (Diptera: Calliphoridae) from Uruguay. Journal of Medical Entomology, 42 (4), 

589-595.  

 

“Análise da Variabilidade Mitocondrial e Estrutura Genética em Populações da Mosca da 

Bicheira (Diptera: Calliphoridae) do Uruguai” 

Resumo 

A mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax, é uma da mais importantes pragas da 

pecuária na região Neotropical. Neste trabalho a técnica de PCR-RFLP do DNAmt foi utilizada 

para acessar a diversidade e estrutura de 7 populações geográficas de C. hominivorax do Uruguai. 

As regiões controle de replicação (A+T/12S) e Citocromo Oxidase subunidades I e II (coxI/coxII) 

do DNAmt foram amplificadas e digeridas com enzimas diagnósticas. Foram identificados 9 

haplótipos mitocondriais nas populações analisadas, sendo três amplamente distribuídos e seis 

raros e localmente distribuídos. A diversidade nucleotídica média (π=2,3%) e a diversidade 

haplotípica (H=0,6533) evidenciaram alta variabilidade mitocondrial nesta espécie. O índice de 

similaridade (F=96,7%), a divergência nucleotídica (δ^=0,00055) e os resultados da AMOVA 

(não significativos) demonstraram não haver diferenciação entre as populações. Os dados 

sugerem que as populações de C. hominivorax do Uruguai constituem uma única população 

panmítica. 
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5. ARTIGO 2 

 

Lyra, M.L, Klaczko, L.B. & Azeredo-Espin A.M.L. Complex pattern of genetic distribution in 

populations of the New World Screwworm fly revealed by mitochondrial DNA markers. 

Submitted to Journal of Medical Entomology. 

 

“Padrão complexo da distribuição de diversidade genética na mosca da bicheira revelado 

por marcadores do DNA mitocondrial” 

Resumo 

Cochliomyia hominivorax – a mosca da bicheira - é um importante agente causador de 

miíases na região Neotropical reconhecido por causar grande impacto econômico para a pecuária. 

Esforços internacionais têm sido feitos para desenvolver programas para o controle e erradicação 

desta espécie nas áreas endêmicas. Um bom conhecimento da genética de populações desta praga 

é um componente fundamental para o sucesso de programas de manejo, uma vez que, por 

exemplo, permite a determinação de uma escala apropriada para se conduzir tratamentos efetivos. 

Nesse estudo, nós realizamos uma análise através de marcadores PCR-RFLP do DNAmt de 34 

populações de C. hominivorax, incluindo amostras de 10 diferentes países em quase toda a 

distribuição geográfica atual da espécie. Os resultados revelaram alta variabilidade mitocondrial 

(π=2,9%) e um padrão complexo para a distribuição dessa diversidade. Uma estruturação 

populacional significativa (Φst=0,5234) e baixos índices de diversidade foram identificados na 

região do Caribe, sugerindo que as ilhas constituem de forma geral unidades evolutivas 

independentes conectadas por reduzido fluxo gênico. Em contraste a esse resultado, identificamos 

alta diversidade e baixa estruturação populacional (Φst=0,0483) na América do Sul. Essa 

diferenciação não pode ser explicada por modelos de isolamento por distância. Os resultados 

apresentados sugerem que diferentes processos estão atuando na manutenção do padrão 

observado, o que tem diferentes implicações para o estabelecimento de programas de controle. 
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Abstract 

Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Diptera: Calliphoridae) the New World Screwworm fly is 

an important agent of traumatic myiasis, endemic in the Neotropical region and with great 

economic impact on the development of the livestock industry. International efforts have been 

aimed at designing programmes to control and eradicate this species from endemic areas. A good 

knowledge of population genetics of an insect pest is a fundamental component for a successful 

pest management strategy to determine an appropriate geographical scale for carrying out 

effective treatments. In this study, we undertook a survey of mtDNA PCR-RFLP to analyze 34 

populations of C. hominivorax in ten countries, encompassing almost all the current distribution 

of the species. Our results showed high levels of mitochondrial DNA variability (π=2.9%) and a 

complex pattern of population genetic structure for this species. Significant population structure 

(Φst=0.5234) and low variability were found in Caribbean populations, suggesting that, in 

general, islands constitute independent evolutionary entities connected by restricted gene flow. In 

contrast, high variability and low, but significant, differentiation was found among mainland 

populations (Φst=0.0483), which could not be attributed to geographical distance. Several 

processes may be acting to maintain the observed patterns with different implications for 

establishing control programmes. 

 

Key words: Cochliomyia hominivorax, current geographic distribution, mtDNA, PCR-RFLP, 

population structure. 
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Introduction 

Cochliomyia hominivorax Coquerel, the New World screwworm fly, is a myasis-causing 

fly endemic in the Neotropical region (Guimarães et al., 1983). The larvae of this insect pest 

invade and feed on the living tissues of warm-blooded vertebrates, enlarging wounds and making 

it attractive for other female flies to oviposit and, without treatment, it may lead to the animal’s 

death. C. hominivorax have a very wide host range, ranging from wildlife to man, but are most 

notorious when affecting livestock, causing injuries to leather and decline of milk and beef 

production, and being responsible for substantial profit losses to livestock breeders (Hall & Wall, 

1995; Vargas-Terán et al., 2005).  

Historically, the geographic distribution of this insect extended from southern United 

States to Uruguay and part of Argentina (Hall & Wall, 1995). During the second half of the last 

century, C. hominivorax has been successfully eradicated from North and most of Central 

America through the use of the sterile insect technique (SIT), and a sterile fly barrier system is 

now in place in Panama to prevent re-invasion. The insect is still present in several islands in the 

Caribbean and South America (Klassen & Curtis, 2005). In 1988, the fly was first found outside 

of the Americas, in Libya, and after a major SIT programme, it was eradicated in 1991 (Lindquist 

et al., 1992; Wyss, 2000). 

Because of the economic importance of C. hominivorax to the livestock industry, 

international efforts have been aimed at designing programmes to control and eventually 

eradicate this species from other endemic areas (IAEA/FAO, 2000). A fundamental component 

of a successful pest management strategy is a good knowledge of genetic diversity and structure 

of field populations. Insights into these aspects of the species’ biology can help greatly, for 

example, in predicting geographic spread patterns, understanding the colonization and 

establishment potential, and determining appropriate geographical scales for effective treatments 

(Krafsur, 2005). 

Although, in the past few years, population genetics of this species have been studied with 

different techniques, there have been speculations and conflicting reports about population 

structure, genetic diversity and their effects on the control program (see Azeredo-Espin & 

Lessinger, 2006). Richardson et al., (1982) analyzed karyotypes in natural populations of C. 

hominivorax in North America and proposed that the species was a complex of reproductively 

isolated populations but subsequent investigations did not find evidence of any sub-structuring 
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(LaChance et al., 1982; McInnis, 1983). Studies of genetic variation based on allozyme 

techniques also resulted in divergent conclusions. Krafsur & Whitten (1993) and Taylor et al. 

(1996) analyzed populations from North and Central America and concluded that they constitute 

a single panmitic population. However, analysis of five Brazilian populations revealed a high 

geographical differentiation across south-eastern Brazil (Infante-Malaquias, 1999). Analyses of 

mitochondrial DNA markers revealed high levels of variability in C. hominivorax populations, 

but with different levels of population differentiation. Roehrdanz and coworkers (Roehrdanz & 

Johnson, 1988; Roehrdanz, 1989; Taylor et al., 1991) analyzed populations from North and 

Central America and found a small divergence among mainland populations, in contrast with a 

high divergence between them and the Jamaican population; Infante-Vargas & Azeredo-Espin 

(1995) analyzed populations from southern Brazil and suggested that these populations were 

divergent. More recently, New World screwworm populations from Uruguay were analyzed by 

mtDNA PCR-RFLP and microsatellite markers (Lyra et al., 2005; Torres et al., 2007) and results 

suggested that the populations were very similar in the extreme south of the distribution, where 

mtDNA markers did not reveal variation and microsatellite markers revealed a small, but 

significant, variation. 

There is no conclusive explanation for the discrepancies between different studies 

regarding the genetics of C. hominivorax, but one generic interpretation is that it results from the 

analyses of distinct populations and/or the use of different genetic markers. 

From the above, it is clear that a more extensive study about genetic diversity and 

differentiation in this species throughout its geographical distribution, using a single genetic 

marker would greatly help in highlighting the evolutionary scenario of C. hominivorax 

populations. In the investigation reported here, we have undertaken an extensive survey of 

mtDNA PCR-RFLP in 34 C. hominivorax populations, in an attempt to characterize genetic 

variability and the patterns of its distribution across the species’ current geographic range. We 

have included a discussion about the possible influences of several processes that might be acting 

to maintain the patterns observed and about the implications of results for establishing control 

programmes.  
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Material and Methods 

Fly Samples and DNA extractions 

A total of 883 individuals from 34 C. hominivorax populations in ten countries across 

almost all the species’ current distribution (Table 1, fig. 1) were analyzed. Samples were obtained 

as third instars from wounded cattle, sheep, dogs or pigs, between January 2003 and June 2007, 

except the sample from Campo Grande-MS (Brazil), which comprised 12 adults collected in a 

trap. Collected larvae were fixed in 100% ethanol or allowed to pupate in sawdust and were taken 

to the laboratory for species identification (Guimarães et al., 1983). The adults that emerged and 

the fixed larvae were used for DNA extractions. Samples from each wound were identified and 

DNA extractions from two or three individuals per wound were conducted. Total DNA from each 

individual was extracted with the phenol: chloroform method (Infante-Vargas & Azeredo-Espin 

1995), with volumes adapted for microcentrifuge tubes. The extractions were stored at -20°C.  

The Uruguayan populations analyzed in this study were the sum of samples collected in 

2003 and analyzed by Lyra et al. (2005) together with new samples collected in 2004. Temporal 

analysis indicated that samples from the different years were not significantly different (data not 

show) and they were pooled. Samples from the Dominican Republic, as well as Ecuador, 

originated from a few sub-locations and were pooled in the analysis because of the small number 

of individuals sampled in each sub-location; the geographic references considered were from the 

locality with the highest number of individuals sampled. 

PCR amplification and restriction procedures 

PCR amplifications and restriction procedures were performed as described in Lyra et al. 

(2005) with some slight modifications. Briefly, two specific mtDNA regions were amplified 

using the UBC-insect mtDNA oligonucleotide set (Simon et al. 1994). One region including 

complete sequences of Cytochrome oxidase c subunits 1 and 2 (COI/COII: ~2360pb), which was 

amplified using the primers C1–J–2195 and L2–N–3014; and the other region including the 

complete control region and partial rRNA 12S sequences (A+T rich/12S: ~2100pb), which was 

amplified using the primers TM–N–193 and SR–J–14233. Standard PCR conditions were used as 

described in Lessinger & Azeredo-Espin (2000) and Litjens et al., (2001).  

To improve the amplification of some samples, the regions were amplified using a nested 

PCR, with two sets of primers in two distinct reactions for each region. Three new primers were 

used: two flanking the COI/COII region at the genes ATP8 (A8-N-3931: 5’AAT TGG TGC TAT 

TTG AGG 3’) and tRNA-Trp (TW-J-1287: 5’ACT AAT AGC CTT CAA AGC 3’); and one 
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downstream the 12S rRNA subunit, at the tRNA-Val gene (TV-J-14122: 5’ TTC AAT GTA AAT 

GAA ATG C 3’). We used the TV-J-14022 with the N2-N-327 primer (Oliveira et al., 2006), to 

amplify the A+T rich/12S region. An initial reaction was performed with the external primers for 

each region and the products of these amplifications were used as templates for the second 

reaction, as described above. 

For the construction of the three new mtDNA oligonucleotides, the sequence data of 

homologous regions from the tRNA-Trp, tRNA-Val and ATP8 genes of C. hominivorax and other 

Calliphoridae available in GenBank were aligned separately using Clustal X (Thompson et al., 

1997). The primers were selected based on conserved aligned regions and the structural stabilities 

and thermodynamic properties of each primer were analyzed using Gene Runner software 

(Hastings Software Inc., Hastings on Hudson, NY). The nomenclature and relative position for 

these new primers were assigned according to Simon et al. (1994). The three primers were tested 

for different species of Calliphoridae and Muscidae (data not shown). 

The PCR products of COI/COII were digested with the diagnostic restriction 

endonucleases Ase I and Msp I and A+T rich/12 fragments were digested with the restriction 

endonuclease Dra I, as described in Lyra et al. (2005). The fragments were separated by 

electrophoresis in 2.0% agarose gels, stained with ethidium bromide (EtBr) and photographed on 

Edas Kodak 290 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY); previously identified restriction 

fragment patterns were run on the gels as control. The size of the fragments was estimated by 

comparison with the molecular size standard DNA Ladder Plus 1Kb (12Kb to 100pb; Invitrogen, 

Carlsbad, CA) using regression analysis, carried out manually. Digestions with enzymes that 

produced different restriction patterns were repeated to confirm that the observed patterns do not 

result from partial digests. Fragments of less than 200 bp were not included in the analysis, 

resulting in a few inconsistencies that were either related to the sizes of the originally amplified 

PCR products or to the total size recovered from the sum of the digested fragments (Table 2A). 

Diversity indices and population genetic structure  

Data analyses were conducted as described in Lyra et al. (2005). For haplotype frequency 

estimations and genetic comparisons, each haplotype found in a wound was considered only 

once. This approach was taken to avoid a bias in the analysis caused by sampling the same 

mitochondria, since sibling larvae have a gregarious behavior (Lyra et al., 2005), for this reason, 

the number of C. hominivorax individuals considered in the analysis of genetic variation was 
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reduced to 426 (Table 1). The population from Juangriego-Venezuela was not included in 

population differentiation analyzes because of the small number of samples obtained (just one 

wound sampled). 

The genetic diversity within populations was interpreted using the estimates of haplotype 

diversity (Hs= probability that two randomly-chosen haplotypes will be different; Nei, 1987) and 

nucleotide diversity (π=the proportion of nucleotide sites that are different when any two 

haplotype sequences are randomly compared; Nei & Tajima, 1981), computed using the 

Restriction Enzyme Analyses Package software (REAP-McElroy et al., 1992). 

Population structure was assessed by calculating nucleotide divergence for all pairs of 

populations (Nei & Tajima, 1981; REAP software, McElroy et al., 1992), Slatkin’s linearized 

FST's (Slatkin 1995) and analysis of molecular variance (AMOVA, Excoffier et al., 1992), 

computed using ARLEQUIN version 3.01(Excoffier et al., 2005). The relationship among 

populations was explored by constructing a UPGMA tree using MEGA version 4.0 (Tamura et 

al., 2007) and with a multidimensional scaling analysis diagram (MSD, Statistica software, 

version 6.1, Statsoft Inc., Tulsa, Oklahoma), with both the matrix of nucleotide divergence and  

Slatkin’s linearized FST's. The partition of haplotype diversity between groups formed in this tree 

and MSD was investigated by AMOVA. The degree of isolation of populations, or between 

groups of populations, was interpreted using the ΦST parameter (Michalakis & Excoffier, 1996) 

and the significance of the variance components was tested by the non-parametric permutation 

method (10000 permutations, Excoffier et al., 1992). 

A Mantel test (Smouse et al., 1986) was carried out to test for significant isolation by 

distance, when population subdivision was found. The test was conducted using matrices of 

geographic distance and nucleotide divergences between populations as input data and performed 

using ARLEQUIN (Excoffier et al., 2005). 

 

Results 

Haplotype frequencies and within population diversity 

The diagnostic restriction patterns for each mtDNA region and the composed haplotypes 

recorded are shown in Table 2. Amplifications of the A+T-rich/12S sequences showed size 

polymorphism, but little variation in restriction sites. Six different sizes of fragments were 

obtained and the commonest fragment (~2100bp) accounted for 99% of examined individuals. 

Other sizes appeared just once in a specific locality (~0.2% each) and the nature of the size 
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variation is still under investigation. Digestion of the A+T-rich/12S sequences with the enzyme 

Dra I produced seven diagnostic patterns (Table 2A). Patterns A and B were digestion products 

of the 2100 bp fragment (restriction site polymorphism), and patterns C, D, E, F and G were 

identified when the different size fragments were digested (fragment size polymorphism). Pattern 

A appeared in approximately 98.8% of the samples analyzed. The COI/COII sequences presented 

higher restriction site polymorphism than A+T-rich/12S but did not present size polymorphism. 

For this region, the Msp I enzyme yielded seven diagnostic patterns, while the Ase I enzyme 

presented two different patterns (Table 2A).  

No evidence of heteroplasmy was noted in the specimens analyzed. Although C. 

hominivorax presents polymorphic restriction patterns for both mtDNA regions studied, the 

patterns obtained here do not overlap diagnostic restriction patterns obtained for the secondary 

screwworm, Cochliomyia macellaria F, by Litjens et al. (2001). 

Eighteen different haplotypes were identified based on the restriction patterns obtained for 

each enzyme in the two mtDNA regions analyzed (Table 2B), providing a measure of diversity 

and discrimination between populations. Table 2B shows the frequency of each haplotype in the 

total sample and Table 3 shows the distribution and frequency of the haplotypes found in the 

different populations sampled. Fourteen out of the 18 haplotypes recorded were locally 

distributed and accounted for a very low proportion (~2.8 %, in total) of the individuals 

examined. The other four haplotypes were common between 17 or more populations. The 

commonest haplotype (H1) was found in all populations, except the Cuban populations, and 

accounted for 51% of the total sample. Haplotypes H3, H4 and H8 represented, respectively, 18.6 

%, 13.6% and 14 % of the individuals examined (Table 2B). H3 was widely distributed among 

populations, H4 was present just in populations from South America (mainland haplotype) and 

Haplotype 8 was the most frequent in Cuban populations (83% to 100%), but was found in South 

American populations with low frequencies (~5.1%) (Table 3).  

The estimates of gene diversity within populations (Hs and π) are shown in Table 3. 

Populations from the Caribbean, except Trinidad & Tobago, presented low levels of diversity, 

with high frequencies of just one haplotype. Higher levels of diversity were found both in 

populations from Venezuela (VBA) and Central-South Brazil (e.g. BSS and BFV). 

Population structure 

The population structure was revealed by AMOVA (Table 4) and represented in UPGMA 

tree and MDS Diagram (fig. 2). Nucleotide divergences ranged from D=0 to D=0.0363 (average 
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D=0.00549 ± 0.000001), with higher divergences found between Caribbean islands populations 

or between them and mainland populations. Nucleotide divergences and linearized Fsts presented 

very similar results, Just as such just the UPGMA tree and MDS Diagram of linearized Fsts data 

are represented (fig. 2). 

Analyses indicated a moderate and non-homogeneous level of genetic differentiation of C. 

hominivorax across its current geographical distribution. The Caribbean was the major area of 

variation between populations and South America showed a low population differentiation (Table 

4, fig 2). Cuban populations were highly divergent (fig. 2) in relation to all other Caribbean 

populations and mainland populations. Populations from Jamaica and the Dominican Republic 

were more similar to each other and grouped with mainland populations (fig. 2A), but were 

marginal populations in the MSD diagram (fig 2B), revealing that they are a little different from 

the mainland population. The population from Trinidad and Tobago, despite being an island in 

the Caribbean Sea, was very similar to some of the mainland populations and appeared together 

with these populations in the UPGMA tree and MSD diagram. On the mainland, there was no 

clear pattern for population clusters, but the MSD diagram revealed some populations in a 

periferical distribution, or with little differentiation (Ecuador (ECO), Goiânia (BGO), Costa Rica 

city (BCR) and Pinheiro Machado (BPM)).  

Based on the significance of AMOVA, isolation by distance was tested in the Caribbean 

and mainland. Caribbean results indicated that 22.2% of genetic differentiation between 

populations would be explained by distance (Mantel r=0.47, P=0.0319). On the mainland, no 

association was detected (Mantel r=0.058, P=0.27), indicating that the degree of population 

differentiation was not related to the extent of geographical distance between sampled locations.  

Since low but significant differentiation was found between South American populations, 

and differentiation was not correlated to geographic distances, an exploratory analysis was 

conducted to identify the major area of variation in mainland. Populations were apportioned into 

different groups, according to their geographical region and an AMOVA was conducted for each 

group. The groupings were: North (including populations from Venezuela, Colombia, Ecuador 

and north region from Brazil), South (with populations from Uruguay, Paraguay and south and 

south-east Brazil) and Center (populations from Midwest Brazil). Results from AMOVA are 

shown in Table 4; only the center group presented significant variation between populations and 

the genetic variation was not correlated with geographical distance (Mantel test, r = -0.089, 

p=0.5804).
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Discussion 

Genetic diversity  

This study on the New World screwworm fly is one of the few studies of genetic diversity 

and population structure of an insect pest across almost all its geographical distribution. These 

results showed high levels of mitochondrial DNA variability and a complex pattern of genetic 

variation distribution for this species. 

PCR-RFLP analysis of mitochondrial regions, particularly COI/COII, was valuable and 

sufficient to provide information at the populational level for C. hominivorax, as previously 

suggested for the species (Litjens et al., 2001; Lyra et al., 2005), especially considering the 

geographical scale studied here. Although the A+T/12S region did not present high restriction 

site polymorphism, it presented remarkable size variation. Intra-specific size variation in the 

control region has been documented in different groups of insects (e. g. Rondan Dueñas et al., 

2002; Snäll et al., 2002; Oliveira et al., 2007) and the analysis of this variation has provided 

important data on the population structure of insect species (Mardulyn et al., 2003; Townsend & 

Rand, 2004). For this reason, the mtDNA control region of C. hominivorax populations is being 

analyzing by DNA sequencing to establish whether it could be useful to characterize variation at 

the intra-specific level.  

The genetic variability reported, herein, for C. hominivorax suggests that it is a highly 

polymorphic species and results obtained using mtDNA PCR-RFLP markers are consistent with 

conclusions reached using independently derived data on populations from North America, 

Central America, Brazil and Uruguay (Roehrdanz, 1989; Taylor et al.,1996; Infante-Vargas & 

Azeredo-Espin, 1995; Lyra et al., 2005). The level of genetic diversity with respect to mtDNA, 

observed for this species, falls well within the range expected for intra-specific variation (e.g. 

Martin & Simon, 1990; Chapco et al., 1992) and is comparable to diversities found for other 

insect pests that are even more diverse (Estoup et al., 1996; Baliraine et al., 2004; Grapputo et 

al., 2005).  

Higher levels of genetic variability found within South American populations of C. 

hominivorax, in contrast with lower levels found in Caribbean islands, strongly reinforce the 

interpretation that South America represents the center of origin of the New World Screwworm 

fly (Infante-Vargas &Azeredo-Espin, 1995; Infante-Malachias et al., 1999). However, the 

presence of highly diverse populations both in the Central-South Brazilian regions and in 

Venezuela hampers a more precise conclusion about the precise geographic origin of the species.  
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The low diversity indices found in Caribbean islands, except Trinidad and Tobago, may be 

explained by a general model of the founder event, followed by genetic drift (Hedrick, 2005). 

However, the current results are in contrast with the higher genetic diversity obtained for the 

Caribbean populations with microsatellite markers (Torres & Azeredo-Espin, this issue), 

revealing that some alternative explanations are needed to understand this more complex scenario 

of population structure in the Caribbean.  

The lack of congruence between nuclear and mtDNA genetic diversity may arise as a 

result of some alternative hypotheses, for example: 1) a rapid increase in population size after a 

recent founder event with a small number of females would recover nuclear diversity but not 

mitochondrial diversity; 2) populations from islands may result from an ancient colonization, 

which also allows species to recover nuclear, but not mitochondrial, diversity; 3) island 

populations could also have arisen from multiple introductions of the same mtDNA haplotype. 

The complexity of pattern observed may be a result of different histories of C. hominivorax 

introduction for the different island studied (see discussion below) and, because of that, on the 

basis of our data we were not able to select one more probable hypothesis to explain the scenario 

of diversity found in the Caribbean 

Population differentiation 

Comparisons among New World screwworm populations revealed moderate subdivision 

on the geographical scale studied and that the distribution of variation is non-uniform. High 

levels of differentiation were found among Caribbean populations and between them and 

mainland populations, in contrast with the low subdivision found among mainland populations.  

Results suggested that, in general, islands constitute independent evolutionary entities, 

connected by a greatly restricted gene flow. Nuclear data also support the conclusion from this 

study regarding the population structure for C. hominivorax in the Caribbean area (Torres & 

Azeredo-Espin, this issue). 

An analogous situation of population structure between islands and mainland was found in 

other insect species (Estoup et al., 1996; De La Ruá et al., 2001; Shao et al., 2004; Baliraine et 

al., 2004) and geographic isolation was interpreted as the main cause of this genetic 

differentiation in islands. Indeed, inter-island and mainland geographic isolation probably plays a 

major rule in causing the extremely high genetic differentiation among New World screwworm 

populations in the Caribbean islands. However, the Trinidad and Tobago population is a more 
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diverse population and in this case distance from mainland may be insufficient to prevent gene 

flow.  

Cuban populations were the most differentiated populations sampled in this study. The 

four populations from Cuba were very similar to each other with respect to mtDNA markers, but 

presented some differentiation in relation to nuclear markers (Torres & Azeredo-Espin, this 

issue). This difference between results may reflect a possible unequal contribution of the sexes in 

mediating gene flow, probably mediated by longer female dispersion (Hightower et al., 1965; 

Mayer & Atzeni, 1993) or it may also be a result of differences in the mode of inheritance and 

polymorphism of the markers, as previously suggested for Uruguayan New World screwworm 

populations (Torres et al., 2007). 

Since Cuban populations presented unexpectedly high frequencies of haplotype H8 

(because it is a rare haplotype in other populations), low diversity indices and high genetic 

divergences, we are conducting fine-scale analyses with DNA sequences to obtain more 

conclusive data about the relationship between the Cuban and other populations. Results strongly 

suggest that the haplotype H8 from Cuba is different from those present in South American and 

other Caribbean populations (data not shown) and that mtDNA diversity is very small. More 

extensive studies are being conducted with these samples to raise the question as to whether the 

assemblage is endemic to Cuba or is a recent introduction.  

Based on results obtained with mtDNA markers for diversity and population structure in 

Caribbean populations of C. hominivorax, it is proposed that islands have different histories of 

colonization. It is possible that  the New World screwworm in Jamaica, Dominican Republic and 

Trinidad and Tobago has a south American origin (single or multiples introductions), while 

Cuban populations possibly originated from somewhere in Central or North America that was not 

sampled for this study. The Jamaican population was previous studied by Roehrdanz and Johnson 

(1988) and these authors also suggested a South American origin. An extensive and periodical 

investigation is needed in the Caribbean area to address a more precise conclusion about the 

possible scenario of different introductions. 

In South America, this study found a general pattern of low populational subdivision, but 

also found a major area of genetic variation between mainland populations located in Midwest 

Brazil. Few studies have been previously conducted for South America populations and different 

results were obtained for population structure. In Brazil, populations mainly from São Paulo 

State, revealed moderate to high populational subdivision for New World screwworm (Infante-
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Vargas & Azeredo-Espin, 1995, RFLP of mtDNA; Infante-Malachias et al. 1999, RAPD-PCR; 

Infante-Malachias, 1999, Allozymes). The New World screwworm populations from Uruguay 

were also analyzed by mtDNA PCR-RFLP and microsatellite markers (Lyra et al., 2005; Torres 

et al., 2007) and results suggested that the populations were very similar in the extreme south of 

its distribution.  

The current study, in addition to these previous studies, strongly indicates that genetic 

variation in C. hominivorax populations is not distributed uniformly across the continent. 

Population structure for insect pests are being reported in different continents and are often 

associated with isolation by distance (Krafsur, 2002; Baliraine et al., 2004). In this study, genetic 

differentiation between populations in the mainland could not be attributed to geographical 

distance, revealing a more complex pattern for population differentiation. 

Different patterns for genetic differentiation on the continent have been discussed for 

other insect pests. In the Colorado potato beetle (Leptinotarsa decemlineata L), Grapputo et al. 

(2005) suggested that the genetic diversity partitioning in the North American population was 

mainly the result of  founder events during range expansion, agricultural management and 

insecticide application. Scataglini et al. (2006), working with boll weevil (Anthonomus grandis 

Bohmen) populations from South America, proposed that different populations were the result of 

recent invaders and ancient populations, isolated by events of historical fragmentation. In the 

same way as these insect pests, some alternative explanations to understand the population 

subdivision of the C. hominivorax population from South America are needed. 

One possible cause for genetic diversity partitioning in the New World screwworm is the 

potential influence of human activities. Management policies to control this pest and strong 

selection imposed by the use of insecticides (Carvalho et al., 2006) may partially explain 

differences in local populations. As C. hominivorax is mainly livestock associated, the movement 

of animals across landscapes may be an important but often overlooked process influencing the 

population dynamics of this insect pest. Other factors, such as seasonal regimes, events of 

extinction and re-colonization and local selection regimes may contribute to generate this 

complex pattern of variability distribution in some regions. Unfortunately, on the basis of the data 

from this study it was not possible to formulate a more precise scenario to explain the local 

differentiation and the results highlight the need to evaluate factors that may influence population 

structure, by fine-scale analysis and supplemental ecological data for example. 
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Finally, over the past few years, various studies have attempted to assess the population 

structure of C. hominivorax throughout its geographical distribution, however results were not 

concordant. Based on results of this study it is concluded that populations of C. hominivorax are 

diverse and structured with respect to mtDNA. The species presented a complex pattern of 

genetic distribution throughout the current range, with few isolated populations and some 

panmictic populations. The distinct patterns of genetic variation observed can be only explained 

by complex demography and their maintenance needs to be studied to consider the influences of 

several processes or a combination of them in the different regions and geographical scales 

studied.  

Implications from the results for control programmes 

The current study provides different scenarios to interpret patterns of population 

subdivision in C. hominivorax populations across its current distribution, going from isolated 

evolutionary units to non-differentiated populations. Considering the results of this study, some 

implications for the development of control programmes need to be discussed. The eradication 

programme of C. hominivorax in North and Central America, that over about 45 years 

implemented the integrated use of SIT, has been very successful (Vargas-Terán et al., 2005) and, 

at present, the pest is restricted to several Caribbean islands and South America.  

Some new efforts have been made in designing New World screwworm eradication 

programs in Cuba, Hispaniola and Jamaica (FAO 1999, 2003; Dyck et al., 2005). However, in 

Cuba, only the first part of the eradication campaign programme was concluded and the release 

of sterile insects was not initiated because of diplomatic problems and the absence of donors 

(FAO 1999; García-Rodriguez, 2003). In Jamaica, the programme began releasing sterile flies in 

1999, but by mid-2004 little progress had been made (Dyck et al., 2005); although most problems 

encountered in the programme were attributed to several logistic factors, the importance of 

collecting baseline data on New World Screwworm population ecology and dynamics, before 

initiating sterile insect release, was recognized (Dyck et al., 2005). Roehrdanz (1989) found 

extensive genetic diversity (>2%) between Jamaican and mainland populations of C. 

hominivorax, and it is still not know if this may have contributed to problems in the efficiency of 

the eradication programme in Jamaica (FAO, 2003; Dyck et al., 2005).  

Data presented here suggest that Caribbean islands may be an ideal location for the 

implementation of an eradication programme, since the population can be delimited into units 

that are relatively isolated from each other. Before initiating an sterile release programme, 
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however, it is important to establish the extent of genetic diversity and divergence that may 

disrupt the control programme, since we found different levels of genetic variation in populations 

analyzed.  

New World screwworm populations from South America demonstrated low 

differentiation. The first implication of these result is that, since gene flow appeared high enough 

to maintain extensive genetic homogeneity among almost all populations in mainland, control 

programmes on small geographic scale are unlikely to be effective. On the other hand, this study 

found local differentiation for some Brazilian populations and little is known about Amazonian 

populations and whether the forest or Andes may be considered a geographic barrier, suggesting 

that fine-scale analysis is needed in this area to supplement our results. 

For any control activities on the mainland, a strong effort in diverse areas, including 

extensive genetic studies on a more fine-scale, government and livestock producer involvement 

and personnel training, should be undertaken before the development and implementation of an 

eradication strategy in South America (see Dyck, Hendrichs & Robinson 2005).  
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Table 1. Geographic locations of Cochliomyia hominivorax populations sampled, populations 
code (Id code), and number of individuals analyzed. 

Country Location ID Code Latitude Longitude N samples (T/A)

CB Pinar del Rio CPR 22°25’ N 83°41’ W 14/6 

 Ciego de Ávila CCA 21°50’ N 78°46’ W 18/13 

 Santiago de Cuba CSC 20°01’ N 75°49’ W 17/13 

 Ciro Redondo CCR 21°53’ N 82°54’ W 14/11  

DR Santo Domingos DRP 18°28’ N 59°63’ W 25/14 

JM Kingston JAM 17°59’ N 76°47’ W 14/8 

TeT Puerto España TET 10°40’ N 61°28’ W 22/12 

VE Encontrados VEN 9°02’ N 72°13’ W 20/10 

 Barquisimeto VBA 10°03’ N 69°19’ W 23/11 

 Juangriego VJU 11°04’ N 63°57’ W 10/1 

CO Turbo COT 8°05’ N 76°43’ W 35/15 

EC Sto Dom. de los Colorados ECO 0° 15’ S 79°10’ W 29/13 

BR Santa Maria das Barreiras BSM 08°52’ S 49°42’ W 26/20 

 Cocalinhos BCO 14°22’ S 51°00’ W 11/6 

 Costa Rica City BCR 18°32’ S 53°07’ W 25/5 

 Goiânia BGO 16°43’ S 49°15’ W 28/10 

 Goianira BGN 16°32’ S 49°22’ W 16/8 

 Caiapônia BCA 16°57’ S 51°48’ W 68/31 

 Campo Grande BCG 20°27’ S 54°36’ W 12/12 

 S.S. do Paraíso BSS 20°55’ S 46°59’ W 18/6 

 Campinas BCP 22°48’ S 47°03’ W 17/9 

 Estiva BES 22°27’ S 46°01’ W 42/18 

 Carambeí BCI 24°55’ S 50°05’ W 26/15 

 Fagundes Varela BFV 28°52’ S 51°41’ W 9/5 

 Sto Antonio das Missões BSA 29°04’ S 56°19’ W 22/11 

 Pinheiro Machado BPM 31°04’ S 53°23’ W 24/9 

Py Ybytymy PYB 25°46’ S 56°41’ W 28/14 

Uy* Bañados de Medina UBM 32°23’ S 54°21’ W 46/20 

 Paso Muñoz UPM 31°27’ S 56°23’ W 36/10 

 San Antonio UST 31°24’ S 57°58’ W 31/16 

 Dayman UDA 31°33’ S 57°57’ W 24/11 

 Cerro Colorado UCC 33°52’ S 55°33’ W 44/27 

 Colonia UCO 34°28’ S 57°51’ W 43/15 

 Juaquín Suarez UJS 34°44’ S 56°02’ W 46/21 

Total    883/426 
CB: Cuba, DR: Dominican Republic, JM: Jamaica, T&T: Trinidad and Tobago, VE: Venezuela, 
CO: Colombia, BR: Brazil, PY: Paraguay, UY: Uruguay. T/A: number of individuals sampled/ 
number of individuals considered for genetic comparisons between populations. *sum of data 
from Lyra et al., 2005 and this work. 
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Table 2. A- Diagnostic restriction patterns obtained by PCR-RFLP of Cochliomyia hominivorax. 
Capital letters indicate polymorphic restriction patterns for each region. B-Composite haplotypes 
designed based on the restriction pattern obtained for each enzyme and their frequency in total 
sample. 
A) Restriction Patterns  B) Haplotypes 

Region Enzyme Pattern Fragments (bp)  Haplotype DraI AseI MspI Freq (%) 

A+T/12S DraI A 800 320 200 200  H1 A A C 51 

  B 1000 320 200  H2 A A D 0.2 

  C* 1800 320 200 200  H3 A B A 18.6 

  D* 1700 320 200 200  H4 A B B 13.6 

  E* 1650 320 200 200  H5 B A C 0.2 

  F* 1900 320 200 200  H6 A B E  0.2 

    G* 1300 320 200 200  H7 C A C 0.2 

        H8 A A A 14 

COI/COII Ase I A 1100 460 350 220  H9 A B C 0.2 

   B 1100 680 350   H10 D B A 0.2 

 Msp I A 1500 480  H11 A A F 0.2 

  B 1400 480  H12 E A C 0.2 

  C 1500 300  H13 A B G 0.2 

  D 870 680 300  H14 A B H 0.2 

  E 1400 300  H15 D A C 0.2 

  F 1100 550 300  H16 F B B 0.2 

  G 850 750 480  H17 B A A 0.2 

    H 1000 500 480   H18 G A A 0.2 

* represent fragments obtained with the restriction of size polymorphic amplifications; fragments 
smaller than 200 bp were not considered.
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Table 3. Genetic diversity and haplotype distribution within populations of Cochliomyia 

hominivorax. Population identification codes corresponding to localities given on Table 1.  

Population Hs π Nº hap. Haplotype Frequency  

CB CPR 0.2637 ± 0.14746 0.009022 2 H3 (17%), H8 (83%) 

 CCA 0.0000 ± 0.00000 0.000000 1 H8 (100%) 

 CSC 0.2831 ± 0.10948 0.009911 3 H3 (7.5%), H8 (85%), H17 (7.5%) 

 CCR 0.1732 ± 0.10812 0.003468 2 H8 (90%), H18 (10%) 

DR DRP 0.1376 ± 0.08371 0.003536 2 H1 (93%), H8 (7%) 

JM JAM 0.2333 ± 0.12562 0.006189 2 H1 (88%), H8 (12%) 

TeT TET 0.5072 ± 0.04451 0.030616 2 H1 (59%), H3 (41%) 

VE VEN 0.3368 ± 0.10981 0.020527 2 H1 (80%), H3 (20%) 

 VBA 0.7579 ± 0.06338 0.049380 5 H1 (40%), H3 (30%), H4 (10%), H14 (10%), H15 (10%) 

 VJG nd nd 1 H10 (nd) 

CO COT 0.4046 ± 0.07765 0.024193 2 H1 (73%), H3 (27%) 

EC ECO 0.5415 ± 0.07503 0.017697 3 H1 (60%), H3 (8%), H8 (30%) 

BR BSM 0.6000 ± 0.07302 0.030486 4 H1 (60%), H3 (15%), H4 (10%), H8 (15%) 

 BCO 0.7111 ± 0.08600 0.029129 3 H1 (33%), H3 (33%), H8 (33%) 

 BCR 0.5455 ± 0.14361 0.021156 2 H1 (80%), H11 (20%) 

 BCG 0.5072 ± 0.09287 0.025430 3 H1 (20%), H3 (40%), H4 (40%) 

 BGO 0.6737 ± 0.04925 0.035128 3 H1 (37.5%), H3 (37.5%), H4(25%) 

 BGN 0.7000 ± 0.05063 0.042586 3 H1 (68%), H3 (16%), H4 (10%), H8 (3%), H13 (3%) 

 BCA 0.5119 ± 0.06748 0.032358 5 H1 (67%), H3 (25%), H8 (8%) 

 BSS 0.5455 ± 0.06155 0.050644 2 H1 (50%), H4 (50%) 

 BCP 0.6667 ± 0.07483 0.028079 3 H1 (55%), H3 (22.5%), H8 (22.5%) 

 BES 0.5524 ± 0.04620 0.043660 3 H1 (56%), H3 (5%), H4 (39%) 

 BCI 0.5241 ± 0.09216 0.034715 4 H1 (66%), H3 (7%), H4 (20%), H8 (7%) 

 BFV 0.8000 ± 0.08884 0.040097 4 H1 (20%), H3 (40%), H4 (20%), H8 (20%) 

 BSA 0.7273 ± 0.05051 0.035243 4 H1 (36.5%), H3 (36.5 %), H4 (9%), H8 (18%) 

 BPM 0.7059 ± 0.06997 0.048979 4 H1 (33%), H3 (11%), H4 (44%), H16 (11%) 

Py PYB 0.6243 ± 0.07950 0.036381 4 H1 (57%), H3 (22 %), H4 (14%), H8 (7%) 

Uy UBM 0.7026 ± 0.03178 0.043842 4 H1 (40%), H2 (5%), H3 (30%), H4 (25%) 

 UPM 0.5684 ± 0.08629 0.036196 3 H1 (60%), H3 (30%), H4 (10%) 

 UST 0.6210 ± 0.07046 0.037881 4 H1 (56%), H3 (25%), H4 (13%), H7 (6%) 

 UDA 0.5887 ± 0.11396 0.025067 5 H1 (64%), H3 (9%), H5 (9%), H8 (9%), H9 (9%) 

 UCC 0.6569 ± 0.03814 0.042428 4 H1 (48%), H3 (18%), H4 (30%), H6 (4%) 

 UCO 0.6161 ± 0.06221 0.045371 4 H1 (53%), H3 (7%), H4 (33%), H12 (7%) 

 UJS 0.6504 ± 0.03128 0.037409 3 H1(38%), H3 (43%), H4 (19%) 

Average 0.5263 ± 0.00114 

0.029482 
± 

0.000006 3 

Hs: Haplotype diversity, π: Nucleotide diversity. Nº hap.: Number of haplotypes found in each 
locality. 
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Table 4. AMOVA results obtained for the distribution of genetic variation among populations or 
groups of Cochliomyia hominivorax. See text for details about mainland population groups.  
 
 

 Φst p 
All populations 0.1304 <0.00001 
   
Caribbean 0.5234 <0.00001 
   
South America (mainland) 0.0483 0.0058 
     North  0.0044 0.4663 ns 
     Center 0.1584 0.0049 
     South 0.0097 0.3055ns 
   
Caribbean vs mainland 0.1180 <0.00001 

ns Non significant values; p = p-value, significant values for population differentiation are in bold. 
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Figure 1. Map of South America and Caribbean with collecting localities for sampled 
populations of Cochliomyia hominivorax used in this study. Identification codes correspond to 
localities given in Table 1. 
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Figure 2. UPGMA tree (A) and MSD diagram (B) clustering Cochliomyia hominivorax 

populations, obtained with Slatkin’s linearized Fst matrix. Populations from Caribbean are 
designed with full symbols and populations from mainland are designed with empty symbols 
(legend of symbols is presented in side A). Population identification codes correspond to 
localities given on Table 1.  
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6. “Caracterização da variação de tamanho da região controle do DNA mitocondrial de 

cochliomyia hominivorax”. 

6.1 Introdução 

Os trabalhos inicialmente feitos com a região controle do DNAmt tiveram como objetivos 

a caracterização da organização estrutural e a detecção de possíveis sítios associados ao controle 

da replicação do DNAmt. Em insetos essa região não codificadora possui um alto conteúdo de 

Adeninas (A) e Timinas (T) e por isso é muitas vezes denominada “região rica em A+T” (Fauron 

& Wolstenholme, 1976; Zhang & Hewitt, 1997). Nesta região já foram identificados possíveis 

promotores para transcrição do genoma mitocondrial (Lewis et al., 1994) e, recentemente, Saito 

et al. (2005) identificaram em 4 espécies de Drosophila, uma de Lepidóptera, uma de Coleóptera 

e uma de Ortóptera, que a exata origem de início de replicação do DNAmt está na região 

controle.  

Essa região vem sendo utilizada como um marcador apropriado para se estudar 

polimorfismos genéticos e estrutura populacional de espécies (revisão em Zhang & Hewitt, 

1997). A análise da variação da região controle em indivíduos de localizações geográficas 

distintas tem revelado informações importantes sobre a estrutura e a dinâmica das populações de 

diferentes espécies (Dotson & Beard, 2001; Mardulyn et al. 2003; Vila & Björklund, 2004, Chu 

et al., 2003; Townsend & Rand, 2004).  

Baseando-se na comparação de seqüências da região controle, Zhang et al. (1995) 

dividiram os insetos em dois grupos: O Grupo 1 compreende os insetos em que esta região 

contém dois domínios distintos, sendo um dos domínios conservado (Domínio A, adjacente ao 

gene para o tRNA-I) e o outro variável  tanto em seqüência como em tamanho (Domínio B). 

Neste grupo estão as espécies de drosofilídeos (Zhang et al.,1995) e também espécies da família 

Calliphoridae, como C. hominivorax (Lessinger & Azeredo-Espin, 2000). O Grupo 2 compreende 

os insetos em que a região controle não pode ser dividida em domínios conservados e variáveis 

distintos. Nesse grupo estão, por exemplo, os mosquitos e borboletas (Zhang & Hewitt, 1997). 

Em Zhang & Hewitt (1997) foram descritos alguns elementos estruturais (blocos de 

seqüência conservada - BSC) freqüentemente observados na região controle. A presença desses 

BSCs tem sugerido uma possível função biológica associada a estas regiões (Lewis et al., 1994; 

Zhang et al.,1995; Lessinger & Azeredo-Espin, 2000; Snäll et al., 2002). Esses blocos (BSCs) 
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são caracterizados por serem: longos trechos de seqüências poli-T (poli-A), seqüências TA(A) 

repetidas em série, estruturas secundárias em forma de grampo (“stem and loop”) e curtos trechos 

ricos em G. Lessinger & Azeredo-Espin (2000), investigando o padrão de organização estrutural 

do domínio A de espécies causadoras de miíase, inclusive C. hominivorax, identificaram 8 sub-

domínios específicos responsáveis por conferir o caráter conservado da região controle (A+T). 

Estes sub-domínios são consistentes com a descrição dos elementos estruturais de Zhang & 

Hewitt (1997).  

A região A+T também é responsável pela maior parte da variação do genoma 

mitocondrial, tanto em tamanho como em seqüência (Zhang & Hewitt, 1997,). Seqüências 

repetidas em série ou duplicações/deleções de grandes seqüências de DNA estão mais 

comumente relacionadas com a diferença de tamanho da região controle de insetos (Lewis et al., 

1994; Zhang & Hewitt, 1997; Rondan Dueñas et al., 2002; Snäll et al., 2002; Oliveira et al., 

2007). Outra forma de variação nessa região foi identificada por Lessinger et al. (2004) e 

Junqueira et al, (2004) no gênero Chrysomya, que foi caracterizada por ser uma duplicação da 

seqüência do gene tRNA-I e porção do gene tRNA-Q.  

Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi caracterizar a variação de tamanho da região 

A+T de C. hominivorax identificada em alguns indivíduos da espécie (Lyra el al., 2005; Lyra et 

al., in press), buscando uma melhor compreensão da organização estrutural dessa região dentro 

da espécie. Também foi objetivo deste trabalho analisar o potencial dessa região como marcador 

genético para futuros trabalhos em análise de populações desta praga, através da caracterização 

do polimorfismo encontrado nos dois domínios distintos dessa região . 
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6.2 Material e Métodos 

6.2.1 Amostras 

As amostras de C. hominivorax analisadas nesse trabalho foram previamente utilizadas 

nos trabalhos Lyra et al. (2005) e Lyra et al., (In press) (Parte II, artigos 1 e 2, respectivamente). 

Foram analisados todos os indivíduos que apresentaram variação de tamanho na região A+T do 

DNAmt e ainda alguns indivíduos com tamanho padrão da região (descrito por Lessinger & 

Azeredo-Espin, 2000) (tabela 6.1).  

 
Tabela 6.1. Indivíduos analisados, localidades de origem da amostra, tamanho estimado da região A+T a 
partir da amplificação e haplótipos observador por PCR-RFLP. * Amostra com variação de tamanho na 
região A+T. # Lyra et al., 2005; Lyra et al., in press. 
 

Amostra Localidade Tamanho A+T 
(estimado) 

Haplótipo 
PCR-RFLP# 

CCR1* Ciro Redondo - Cb ~1700pb H18 - GAA 

CCR2 Ciro Redondo - Cb ~1200 pb H8 - AAA 

VJU1* Juangriego-Ve ~2100 pb H15 - DBA 

VJU2 Juangriego-Ve ~1200 pb H3 - ABA 

VBA1* Barquisimeto-Ve ~2100 pb H10 - DAC 

VBA2 Barquisimeto-Ve ~1200 pb H1- AAC 

UST1* San Antonio - Uy ~2200 pb H7 - CAC 

UST2 San Antonio - Uy ~1200 pb H1 - AAC 

UCO1* Colonia- Uy ~2050 pb H12- EAC 

UCO2 Colonia- Uy ~1200 pb H1 - AAC 

UDA1 Daymán - Uy ~1200 pb H5 - BAC 

BPM1* Pinheiro Machado - Br ~2300 pb H16 - FBB 

BPM2 Pinheiro Machado - Br ~1200 pb H4 - ABB 

            Cb=Cuba; Ve=Venezuela; Uy=Uruguai; Br=Brasil 

Para cada amostra com variação de tamanho identificada, a região A+T de todos os 

indivíduos da mesma ferida foram amplificados com o objetivo de identificar quantos indivíduos 

apresentavam a variação de tamanho. O número de indivíduos identificados com região A+T 

maior para cada localidade foi: Colonia-Uy (N=3), San Antonio-Uy (N=3), Barquisimeto-Ve 

(N=2), Juangriego-Ve (N=11), Ciro Redondo-Cuba (N=3) e Pinheiro Machado-Br (N=3). Apenas 

uma amostra de cada ferida foi escolhida para sequenciamento, para não ocorrer re-amostragem 

de mitocôndrias de mesma origem materna. 
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6.2.2 Verificação da variação de tamanho na região A+T 

 Para dar início ao trabalho, verificou-se se a variação de tamanho encontrada estava 

localizada realmente na região A+T do DNAmt ou se não era devido a algum artefato da técnica 

de PCR. Para tanto duas estratégias foram utilizadas: A primeira envolveu a amplificação de um 

segmento com o par de “primers” N2-N-327 e SR-J-14941 (Oliveira et al 2006), adjacentes à 

região A+T; o primeiro se liga ao DNAmt de C. hominivorax no gene da Dehidrogenase 

subunidade 2 (ND2), logo antes do conjunto de tRNAs que antecedem a região A+T, e o segundo 

se liga ao gene do RNA ribossômico12S (rRNA12S), logo após o último par de bases da região 

A+T. As amplificações e verificação dos fragmentos foram conduzidas conforme descrito para o 

fragmento da região controle utilizada na técnica de PCR-RFLP (“metodologia detalhada”). 

Todas as amplificações revelaram um único fragmento de  aproximadamente 500pb (amostra de 

Cuba) a 1000pb (amostra de San Antonio-Uy) maior do que o tamanho padrão já descrito para a 

região controle de C. hominivorax (Lessinger & Azeredo-Espin, 2000), indicando que a variação 

de tamanho estava localizada na região controle. 

A segunda estratégia envolveu a análise por RFLP do DNAmt total de algumas amostras, 

com o objetivo de certificar se a variação de tamanho não era devido a um artefato da técnica de 

PCR. O RFLP total só foi conduzido nas amostras do Uruguai e na amostra de Juangriego-Ve, 

pois estavam em melhor estado de conservação. Os procedimentos de RFLP total estão descritos 

no apêndice B deste trabalho. As amostras foram analisadas com 3 ou 4 enzimas e os padrões de 

restrição obtidos com as diferentes enzimas revelaram que o DNAmt das amostras analisadas, 

tanto do Uruguai como da Venezuela, possuem aproximadamente 17kb (e não ~16 Kb, como o 

descrito para a espécie por Lessinger et al., 2000). O resultado confirmou que a variação de 

tamanho encontrada não era decorrente de um artefato da técnica de PCR. 

 

6.2.3 Amplificação, clonagem e sequenciamento da região A+T 

A amplificação da região A+T dos indivíduos foi conduzida nas condições descritas em 

Litjens et al. (2001). Foram utilizados diferentes conjuntos de “primers” para se conseguir 

seqüenciar toda a região: TI-N-24 (Simon et al. 1994) e SR-J-14941 (Oliveira et al., 2006), SCR-

A (5’-GACCAAAAATAAATTTTTGC-3’) e SR-J-14941, e TI-N-24 e SCR-B (5’-

CTATAAAGTTTAATGATTTC-3’) (Figura 6.1).  
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Domínio A

1 843 752 6

Região A+T

TI-N-24* SR-J-14941#SCR-A SCR-B

tRNAile

Domínio B

12S

Domínio A

1 843 752 6

Região A+T

TI-N-24* SR-J-14941#SCR-A SCR-B  

Figura 6.1. Representação da região A+T de Cochliomyia hominivorax descrita por Lessinger & Azeredo-
Espin (2000) As setas indicam as posições de hibridização dos oligonucleotídeos. Dominio A: domínio 
conservado;  números 1 a 8 representam blocos de seqüência conservada (BCSI a BSCVIII); Domínio B: 
Domínio variável; tRNA-ile e 12S: genes flanqueados da região A+T, RNA transportador da isoleucina e 
rRNA subunidade 12S. * Simon et al 1994, # Oliveira et al 2006 

 

Os “primers” SCR-A e SCR-B foram desenvolvidos neste trabalho e foram desenhados 

com o auxílio do programa “GeneRunner” (www.generunner.com). Os dois “primers” são 

internos a seqüência da região A+T, sendo um localizado no Domínio A (SCR-A) e outro 

localizado no Domínio B (SCR-B) (Lessinger & Azeredo-Espin, 2000).  

A clonagem foi conduzida com os “Kits” “TOPO-TA Cloning” ou “TA Cloning”, (Life 

Technologies/Invitrogen). Os produtos de PCR foram purificados através de diálise em filtro 

Millipore VM 0.05 µm, com tampão de eluição 1 X TE pH 7.4; após a purificação, 2 a 4µl dos 

produtos de PCR foram adicionados à reação de ligação com o vetor pCR2.1-TOPO e solução 

de sal; a transformação foi conduzida em células quimicamente competentes de E. coli; para cada 

fragmento clonado foram selecionadas de 15 a 20 colônias para extração plasmidial. 

O sequenciamento automático das regiões amplificadas foi realizado em sequenciador 

ABI 377 ou ABI 3700 (Applied Biosystems, Foster City, CA), de acordo com o protocolo 

otimizado de sequenciamento do “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” 

(ABI PrismTM, Perkin Elmer), com os “primers” específicos do plasmídeo (M13 direto ou M13 

reverso). Para minimizar os erros provenientes da PCR, foram sequenciados no mínimo 3 clones 

nos dois sentidos para cada amostra; quando possível, procurou-se seqüenciar clones 

provenientes de diferentes reações de amplificação. Em caso de dúvida sobre alguma base, foram 

sequenciados mais dois clones do fragmento. 

Para cada uma da amostras que tiveram a região controle seqüenciada, também foi 

seqüenciado um fragmento do gene COII (seguindo procedimento descrito no Parte II, item 7 

desta tese). Esse procedimento teve o objetivo auxiliar na análise da relação entre os indivíduos 
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aqui amostrados e de fazer uma análise comparativa do polimorfismo encontrado na região A+T 

com o do gene COII, para avaliar de forma preliminar e exploratória a utilidade dessa região para 

futuros estudos populacionais.  

 

6.2.4 Análise das seqüências 

Os cromatogramas obtidos para cada amostra foram avaliados manualmente usando o 

programa FinchTV versão 1.4.0 (Geospiza Inc.) e as seqüências referentes às partes do vetor 

foram excluídas. O alinhamento automático das seqüências obtidas foi realizado através do 

programa de alinhamento múltiplo CLUSTALX (Thompson et al., 1997) e os alinhamentos 

foram ajustados manualmente no programa MEGA4 (Tamura et al., 2007) pois o programa não 

pode encontrar o melhor ajuste. As seqüências dos diferentes clones de cada indivíduo foram 

alinhadas e comparadas para a construção de uma seqüência consenso. O programa Cap3 (Huang 

& Madan,1999) foi utilizado para montagem das seqüências; a ocorrência de elementos repetidos 

nas regiões seqüenciadas foi investigada com o auxílio do programa DOTLET (Junier & Pagni 

2000), baseado no alinhamento diagonal de pares de seqüências nucleotídicas.  

A análise comparativa entre as seqüências foi realizada no programa MEGA4 (Tamura et 

al., 2007). A relação entre as amostras foi explorada através da construção de árvores pelo 

método UPGMA (“Unweighted pair group method with arithmetic means” - Sneath & Sokal, 

1973), utilizando-se distância p e re-amostragem (“bootstrap”) de 1000 repetições. 
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6.3 Resultados  

A tabela 6.2 descreve o tamanho da região A+T de cada amostra de C. hominivorax 

seqüenciadas, bem como o tamanho de cada domínio característico dessa região. Ainda não foi 

possível concluir a caracterização das amostras de Pinheiro Machado-RS, Brasil (BPM1 e BPM2, 

tabela 6.1).  

Em todas as outras amostras seqüenciadas foi possível identificar os dois domínios (A e 

B) da região A+T de C. hominivorax previamente descritos em Lessinger & Azeredo-Espin 

(2000). A maior variação de tamanho entre os indivíduos ocorreu no domínio A (tabela 6.2) e 

representa um aumento de 46% a 83% no tamanho total dessa região, quando comparada com a 

região A+T já descrita para a espécie (Lessinger & Azeredo-Espin, 2000).  

 
Tabela 6.2. Tamanho observado da região A+T do DNAmt de Cochliomyia hominivorax dos 
indivíduos analisados. # Ch_GB: Amostra GeneBank, número de acesso: NC_002660.  

 

Amostra Domínio A (pb) Domínio B (pb) Total (pb) 

CCR1 1183 535 1718 

CCR2 628 559 1187 

VJU1 1541 532 2063 

VJU2 640 523 1163 

VBA1 1525 538 2073 

VBA2 639 529 1168 

UST1 1623 537 2160 

UST2 640 543 1183 

UCO1 1505 540 2045 

UCO2 639 546 1185 

UDA1 643 537 1180 

Ch_GB# 642 537 1179 

 
 

A variação de tamanho encontrada entre os indivíduos com região A+T de tamanho 

padrão (tabela 6.2), se deu principalmente pela variação no número de bases nos blocos de 

seqüência conservada BCSI e BCSVIII do Domínio A (poli-T/poli-A) ou por pequenas 

inserções/deleções de algumas bases no Domínio B. 

A grande diferença de tamanho na região controle das amostras CCR1, VJU1, VBA1, 

UST1 e UCO1, é devido a presença de 2 ou 3 regiões repetidas em série no Domínio A 
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(visualizadas no programa DOTLET). As amostras VJU1, VBA1, UST1 e UCO1 apresentaram 

exatamente o mesmo padrão de variação: 3 repetições em série dos BCSII a BCSVII, só variando 

a posição de início e fim das repetições nos diferentes indivíduos. A amostra CCR1 apresentou 

um padrão muito semelhante, mas com apenas duas repetições, sendo que a primeira repetição 

incluiu, além dos BSC II a BSCVII, um fragmento do BCSVIII (apenas 9pb do poli-A) e parte do 

Domínio B (66pb); e a repetição presente nessa amostra é idêntica a primeira, sendo a única 

diferença o número de bases presente no poli-A  (BCSVIII = 27 pb). O padrão de variação 

encontrado está esquematizado na figura 6.2. 

As variações encontradas entre as repetições do mesmo indivíduo e entre indivíduos 

diferentes estão descritas na tabela 6.3. A comparação entre as repetições de cada indivíduo 

revelou nível de variação muito baixo, sendo que as repetições do indivíduo de Colonia-Uy 

(UCO) e do índivíduo Barquisimeto-Ve são idênticas entre si, as do indivíduo de San Antonio-Uy 

(UST) e Juangriego-Ve (VJU) apresentaram apenas uma variação e as repetições de Ciro 

Redondo-Cb (CCR) foram idênticas, exceto pelo número de bases do BCSVIII. A variação 

encontrada entre as repetições de indivíduos diferentes foi maior do que entre a encontrada entre 

repetições do mesmo indivíduo, principalmente devido à posição de início e diferença de 

tamanho das repetições (Tabela 6.3, Figura 6.2). 
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Figura 6.2 - Esquema representando a variação de tamanho encontrada na região A+T de Cochliomyia hominivorax. Números 1 a 8 no domínio A 

representam os blocos conservados de seqüência BCSI a BCSVIII. Tamanho de cada domínio ou repetição está indicado no esquema. A seta e número 

representam a posição de início das repetições. Amostras: Ch_GB (GenBank: NC_002660). As amostras estão descritas na tabela 6.2 
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Tabela 6.3- Esquema de alinhamento das repetições das amostras de C. hominivorax com variação de 
tamanho na região A+T. Rep A, B e C: repetições de cada indivíduo; em verde, bases que variam entre 
repetições do mesmo indivíduo. Início e fim: posições relativas quando todas as repetições foram 
alinhadas (considerando inclusive “gaps”). Tam: Tamanho da repetição em cada indivíduo * amostra 
CCR1-Cuba apresenta diferença de 18 pares de base no BCSVIII: repetição A = 9 Adeninas (A) e 
repetição B = 27 Adeninas (A).  

 
 

          Posição relativa do sítio variável 
Amostra Rep Tam. Inicio Fim 28 106 138 214 249 455 

UCO1 A 433 1 433 G A A C A  

 B 433 1 433 G A A C A  

  C 433 1 433 G A A C A  

UST1 A 489 3 491 G G A C G A 

 B 489 3 491 A G A C G A 

  C 489 3 491 A G A C G A 

CCR1* A 527 21 566 A G A T G G 

 B 545 21 566 A G A T G G 

VJU1 A 443 23 465 A G A C G G 

 B 443 23 465 A G G C G G 

  C 443 23 465 A G A C G G 

VBA1 A 443 23 465 A G A C G G 

 B 443 23 465 A G A C G G 

  C 443 23 465 A G A C G G 

 

A relação entre os indivíduos foi investigada pela construção de árvores utilizando: (I) as 

seqüências completas da região A+T, (II) somente as sequências do domínio B da região A+T e 

(III) as seqüências do gene COII das amostras. A figura 6.3 apresenta as 3 árvores obtidas.  

O padrão de relação entre os indivíduos, revelado pelas três árvores, é muito semelhante. 

É possível identificar que as amostras de Cuba (CCR1 e CCR2) são bem diferentes das outras 

amostras (Figura 6.3), porém não existe um padrão claro para a diferenciação entre as amostras 

da Venezuela e Uruguai. As amostras que apresentaram grande variação de tamanho, devido á 

presença de repetições em série de blocos do domínio A, aparecem em todos os ramos das 

árvores, sugerindo que não devem ter surgido de um evento único. 

Com a análise do fragmento COII, foram identificadas 6 seqüências diferentes entre os 12 

indivíduos analisados (9 sítios variáveis em 549 pares de base: divergência de 1,6%). 

Na análise do Domínio B da região A+T cada indivíduo analisado apresentou uma 

seqüência única, portanto foram identificadas 12 seqüências distintas (20 sítios variáveis; 
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divergência de 3,4%). Além da variação de sítio o Domínio B apresenta uma região repetitiva de 

(TTA) que varia em número de repetições de 4 a 11 nas amostras analisadas (principal 

responsável pela variação de tamanho entre os indivíduos no Domínio B). A análise utilizando 

toda a região controle apresentou uma divergência menor do que apenas o Domínio B (2,4%; 30 

sítios variáveis excluídas as partes repetitivas das seqüências de A+T maior). 

 

Figura 6.3- Árvores obtidas pelo método de UPGMA, representando relações entre indivíduos 
seqüenciados de C. hominivorax. Indivíduos com variação de tamanho na região A+T estão sinalisados 
com quadrados em cada uma das árvore. A-Árvore obtida com seqüência completa da Região A+T (1163-
2160pb); B- Árvore obtida com sequência do Domínio B da região A+T (523-559 pb); C- Árvore obtida 
com seqüência do gene COII (549 pb) 
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6.4 Discussão 

6.4.1 Variação de tamanho da região A+T 

Na região A+T do DNAmt de insetos, a variação intra-específica de tamanho causada por 

um número variável de seqüências repetidas já foi observada em diversos grupos, entre eles: 

Díptera (Ex: Lewis et al., 1994, Tsujino et al., 2002; Oliveira et al., 2007), Ortóptera (Zhang el 

al., 1995), Coleóptera (Boyce et al., 1989; Mardulyn et al., 2003), Plecóptera (Schultheis et al. 

2002) e Lepidóptera (Snäill et al., 2002). A presença de elementos repetidos na região controle 

do DNAmt não é rara também em outros grupos de animais, como moluscos, grilos, abelhas, 

nematodos, mamíferos, aves e peixes (ver Lewin et al., 1994) 

Lewis et al. (1994) estudando a espécie Drosohila melanogaster identificaram dois blocos 

de seqüências, constituídos por elementos repetitivos: um bloco constituído por elementos de 

diferentes tamanhos (338-373pb) e que possuíam vários sítios variáveis (repetições do tipo I) e 

outro bloco constituído por elementos repetitivos com exatamente o mesmo tamanho e 

seqüências quase idênticas (repetições tipo II). O bloco de seqüências tipo II foi identificado entre 

os dois trechos de seqüência poli-T (ou poli-A complementar) e é formada por quatro repetições 

de 464 pares de base,  cada uma contendo elementos conservados identificados em outras 

espécies de Drosofilídeos (blocos de seqüência conservado-BCS, caracterizados por Zhang & 

Hewitt, (1997)). Alguns anos mais tarde Tsujino et al (2002), identificaram repetições do tipo II 

em outras três espécies de Drosophila (D. simulans, D. mauritiana e D. sechellia).  

A significativa variação de tamanho encontrada nesse trabalho, para a região A+T de C. 

hominivorax, é devido a presença de seqüências repetitivas dos blocos conservados BCSII a 

BCSVII, localizado entre os trechos de poli-A/poli-T. Essa variação é muito semelhante ao 

relatado por Lewis et al (1994) para D. melanogaster e Tsujino et al (2002) para outros 

Drosofilídeos, e portanto as repetições de C. hominivorax foram classificadas como tipo II 

também nessa espécie. 

As amostras de C. hominivorax que apresentaram repetições do tipo II, e portanto grande 

variação de tamanho na região A+T, não apresentaram repetições dos trechos de seqüência poli-T 

(poli-A) (BCSI e BCSVIII) mas sim dos BSCII a BSCVII, previamente descritos em Lessinger & 

Azeredo-Espin (2000). Isso pode sugerir que os blocos BCSI e BCSVIII também estão 

diretamente envolvidos na sinalização do início da replicação e/ou controle da transcrição do 

DNAmt na espécie Cochliomya hominivorax, como sugerido anteriormente para outras espécies 
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por Clary & Wolstenholme (1987), Lewis et al. (1994), Zhang et al. (1995), e mais recentemente 

identificado por Saito et al. (2005) para algumas espécies. A única ressalva a essa sugestão é o 

fato da amostra de Cuba (CCR1) apresentar duplicação parcial do BCSVIII, porém a sinalização 

pode depender da existência de trechos maiores de sequência poli-A, e não apenas dos 9 pares de 

base observados na repetição A de CCR1. 

A presença de blocos de sequência conservada (BSC) na região controle do DNAmt de 

diversas espécies é usualmente interpretada como regiões que possuem alguma função biológica 

na mitocôndria relacionada a replicação ou transcrição (ver Zhang & Hewitt, 1997). A variação 

intra-específica observada em C. hominivorax quanto à presença ou número de repetições que 

incluem os BSCII a BSCVII (variação intra-específica também observada em D. simulans, por 

exemplo- Tsujino et al, 2002) pode sugerir que as possíveis funções associadas a esses BSCs 

sejam mais dependentes da estrutura secundária formada do que dos determinantes da seqüência 

primária. 

Os mecanismos que envolvem a formação dos elementos repetitivos de seqüência de 

DNA ainda não estão claros. Eventos como (1) “escorregamento da polimerase durante a 

replicação replicação” (“replication slippage”) e (2) “recombinação homóloga” já foram citados 

na literatura como possíveis geradores dessas repetições (Almasan & Mishra, 1991; Lewis et al., 

1994; Fumagalli et al., 1996). Dentre esses dois processos, o primeiro foi sugerido como possível 

hipótese para explicar a ocorrência das repetições em Drosophila (Lewis et al., 1994); este 

processo poderia ocorrer se, no momento da replicação, a extremidade da fita não pareada do 

DNAmt formasse uma estrutura secundária, que não permitiria um pareamento correto ao final da 

replicação, e poderia resultar na formação de 2 fragmentos idênticos consecutivos. A alta 

similaridade entre as repetições de C. hominivorax, que incluem blocos que eventualmente 

poderiam formar estrutura secundária, pode sugerir a ocorrência desse processo na geração das 

repetições nesta espécie. 

A alta similaridade entre as repetições de um indivíduo, em contraste com a maior 

variação encontrada entre repetições de indivíduos diferentes, permite ainda diferentes 

interpretações sobre o evento de duplicação, independente do processo envolvido na formação 

das repetições: A comparação entre início e fim das repetições, bem como a conservação entre as 

repetições de um mesmo indivíduo, sugere que o evento de replicação pode ter ocorrido de forma 

independente nos indivíduos de cada localidade (ainda que os indivíduos com variação de 

tamanho da Venezuela sejam mais parecidos - Figura. 6.2, Tabela. 6.3).  
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A similaridade das repetições também pode ser devido ao evento de duplicação ser muito 

recente, porém pode-se imaginar que algum mecanismo, como evolução em concerto, pode ser 

responsável pela homogeneização das repetições nos indivíduos. As evidências para a existência, 

ou não, de um mecanismo como evolução em concerto não são claras, porém existência de um 

mecanismo como este já foi sugerido anteriormente por Mardulyn et al. (2003) quando 

compararam repetições existentes na região controle de besouros, e mais recentemente por 

Tatarenkov & Avise (2007), em "killifish" de manguezal (Kryptolebias marmoratus). 

Embora existam alguns trabalhos sobre modelos de replicação do DNAmt em insetos, 

ainda é necessário a obtenção de um maior conhecimento sobre este processo, como por exemplo 

direção e local de origem da replicação, bem como de todo o processo de transcrição, antes de se 

tirar conclusões sobre a função dos blocos de seqüência conservada ou sobre o papel das 

repetições identificadas em Cochliomyia hominivorax. 

 

6.4.2 Variação intra-específica 

Em insetos, apesar de serem muitos os estudos para caracterização da organização 

estrutural e a detecção de sítios associados ao controle da replicação no DNAmt, foi só nos 

últimos anos que essa região foi reconhecida como um marcador apropriado para se estudar 

polimorfismos genéticos e estrutura populacional de espécies (Dotson & Beard, 2001; Rondan 

Dueñas et al., 2002;  Mardulyn et al. 2003; Townsend & Rand, 2004; Vila & Björlund, 2004).  

Os possíveis motivos para se negligenciar historicamente essa região do genoma para 

estudos populacionais de insetos, podem estar ligados a problemas técnicos em se obter 

amplificações boas ou seqüências dessa região (Lessinger & Azeredo-Espin, 2000; Dotson & 

Beard, 2001; Vila & Björklund, 2004). A falta de “primers” específicos para amplificação dessa 

região, o alto conteúdo de A+T, que dificulta a construção de “primers”, e a presença de 

elementos repetitivos estão entre os problemas técnicos envolvidos. Os avanços obtidos nas 

técnicas de sequenciamento, a construção de “primers” específicos para espécies ou grupo de 

espécies e a caracterização da região em diferentes espécies, identificando blocos de seqüência 

conservados que podem auxiliar a construção de novos “primers” específicos, tem resolvido 

muito os problemas relacionados com o sequenciamento da região (ex: Lessinger & Azeredo-

Espin, 2000; Oliveira et al., 2006). 
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A variação de tamanho da região A+T tem sido uma importante estratégia para estudos 

populacionais. Por exemplo, Schultheis et al. (2002) estudando duas espécies do grupo 

Plecóptera, demonstraram que a presença de regiões repetidas na região controle do DNAmt 

podem ser úteis na determinação de diferenciação genética entre as populações estudadas. Porém 

salientaram que o uso de repetições na região A+T em estudos populacionais pode depender da 

espécie analisada. Rondan Dueñas et al (2002) demonstraram que variações na região controle de 

Aedes aegypti, em tamanho ou sítios de restrição, é informativa para estudos populacionais, 

quando outros marcadores revelam pouco polimorfismo. 

Em C. hominivorax, o polimorfismo de tamanho na região A+T é um evento 

relativamente raro (~1,0% Lyra et al., in press) e, apesar de ser diferente entre as localidades, isso 

sugere que o uso das repetições (duplicações) da região A+T em estudos populacionais pode ser 

pouco informativo.  

Por outro lado, a investigação da seqüência da região A+T revelou alto polimorfismo, 

mesmo na análise de poucos indivíduos. Dos 12 indivíduos analisados, todos apresentaram uma 

seqüência única. Quando foram comparadas as seqüências do gene COII dos mesmos indivíduos, 

observamos apenas 6 seqüências diferentes, revelando uma maior variação intra-específica na 

espécie.  

Dentro da região A+T, o Domínio B apresentou maior variação de sítio entre todos os 

indivíduos, e por isso sugerimos que esta pode ser uma boa região para analisar a variação entre 

as populações. Uma vantagem da análise do Domínio B de C. hominivorax como marcador 

populacional é a existência de “primers” que facilitam sua amplificação e posterior 

sequenciamento. Por exemplo, isso pode ser feito com o uso do “primer” SCRA, descrito nesse 

trabalho, juntamente como o “primer” SR-J-14941 (Oliveira et al., 2006). 

Com esses resultados preliminares, concluímos que o uso da região A+T (Domínio B) 

associado a outro marcador como o COII, pode auxiliar como marcador molecular para 

investigação da variabilidade e a estrutura genética intra-específica de C. hominivorax, 

principalmente numa escala microgeográfica. Isso deve possibilitar a inclusão de mais 

informações para a construção de um cenário mais completo da complexidade da estrutura 

populacional já revelada para essa espécie (Lyra et al., in press). 
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7. “Cochliomyia hominivorax em Cuba: Nova perspectiva sobre endemismo e 

introdução da praga no Caribe”. 

7.1 Introdução 

A região que compreende as grandes Antilhas (Cuba, Jamaica e “Hispaniola” - Haiti e 

República Dominicana) é a única região da América Central onde a presença da mosca da 

bicheira ainda é considerada um sério problema para saúde pública e animal (FAO 1999, 2003, 

Vargas-Téran et al., 2005).  

Essas ilhas tem sido o principal foco de atenção de projetos que envolvem controle e 

erradicação da praga pelo uso de SIT (Vargas-Téran et al., 2005), não só por que a mosca causa 

grandes prejuízos para a pecuária, mas também por que a presença desta nas ilhas é um potencial 

risco para re-introdução de C. hominivorax nos países da América do Norte e Central que são 

considerados hoje livre da mosca da bicheira. 

No ano de 1995, um projeto piloto para erradicação da mosca da bicheira em Cuba teve 

início na “Isla de la Juventud”, mas as atividades de liberação de mosca nunca foram iniciadas 

devido a problemas financeiros e diplomáticos (FAO 1999). Em 1998, o governo da Jamaica 

iniciou um programa de controle da praga utilizando a técnica do SIT, com assistência e 

cooperação dos governos dos Estados Unidos, México e da Agência Internacional de Energia 

Atômica  (FAO 2003, Vargas-Téran et al., 2005). Esse programa é o único caso problemático de 

erradicação de C. hominivorax envolvendo o SIT, sendo que pouco progresso se obteve até os 

dias atuais (Dyck, Reyes Flores et al., 2005). Apesar do insucesso ter sido atribuído a problemas 

operacionais, foi reconhecida a necessidade de se obter mais informações sobre ecologia e 

dinâmica das populações naturais da mosca, que podem ser acessados indiretamente pelo uso de 

marcadores moleculares (Dyck, Reyes Flores et al., 2005; Krafsur, 2005). 

Recentemente a diversidade e estrutura de populações de C. hominivorax no Caribe foi 

investigada por marcadores do DNAmt (Lyra et al., in press– Parte II, Artigo 2) e microssatélites 

(Torres & Azeredo-Espin, in press). Os resultados gerais obtidos nos dois trabalhos apontam para 

uma maior diferenciação populacional da espécie na região, o que favorece a implantação de 

programas de erradicação. Porém os dois trabalhos diferiram quanto às estimativas de 

diversidade, o que levou a formulação de hipóteses sobre a história evolutivas dessa praga na 

região do Caribe (detalhes em Lyra et al., in press).  
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Dentre as populações estudadas, os dados de PCR-RFLP do DNAmt (Lyra et al., in 

press), revelaram que as populações de Cuba são as mais diferenciadas com relação as outras 

populações do Caribe e da América do Sul. A baixa diversidade encontrada nessas populações foi 

atribuída à alta freqüência de um único haplótipo (H8 - 85%-100%), que se apresentou 

relativamente raro no continente Sul-Americano. A grande divergência entre as populações foi 

atribuída à ausência ou a baixa freqüência do haplótipo H8 nas outras ilhas.  

Baseado nos resultados obtidos com DNAmt, Lyra et al. (in press) propuseram que as 

ilhas do Caribe tiveram diferentes histórias quanto a colonização pela praga. Foi proposto que a 

introdução de C. hominivorax na Jamaica, República Dominicana e Trinidad & Tobago teve 

origem Sul-Americana enquanto que as populações de Cuba possivelmente tiveram origem de 

outras populações, na América do Norte ou Central.  

Tendo em vista os resultados obtidos para populações de C. hominivorax no Caribe, o 

presente trabalho teve como objetivo principal estudar as populações de Cuba, na tentativa de se 

obter um cenário mais claro sobre o sistema e a complexidade das relações entre as populações 

dessa praga nas ilhas do Caribe. Para tanto, tentou-se responder duas questões principais através 

do sequenciamento de um fragmento do gene COII do DNAmt: (1) se o haplótipo H8 presente 

em amostras das localidades de Cuba é igual ao encontrado no continente e outras ilhas, (2) qual 

é a semelhança entre as amostras das ilhas e do continente com base nas seqüências de DNAmt.  

 

7.2 Material e Métodos 

7.2.1 Amostras 

Amostras haplótipo H8: As amostras utilizadas nesse trabalho foram selecionadas dentre 

as utilizadas no trabalho de Lyra et al. (in press; Parte II Artigo 2). Foram seqüenciadas 54 

amostras de feridas diferentes, todas representadas como haplótipo 8 (H8) na análise de PCR-

RFLP (Tabela 7.1). 
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Tabela 7.1 - Localidades amostradas com indivíduos de Cochliomyia hominivorax com haplótipo H8 de 
PCR-RFLP (Lyra et al., in press). CB: Cuba; DR: República Dominicana; JM: Jamaica; EC: Equador; 
BR: Brasil, Py: Paraguai; Uy: Uruguai. N H8=número de amostras identificadas com o haplótipo H8, N 
seq= número de indivíduos seqüenciados. 

 
  Localidade Latitude Longitude N H8 N seq 

  Pinar del Rio  22°25’ N 83°41’ W 10 9 
CB Ciego de Ávila 21°50’ N 78°46’ W 13 13 

 Santiago de Cuba  20°01’ N 75°49’ W 7 5 
  Ciro Redondo 21°53’ N 82°54’ W 9 6 

DR Santo Domingos 18°28’ N 59°63’ W 1 1 
JM Kingston 17°59’ N 76°47’ W 1 1 
EC S.D. de los Colorados  0°15’ S 79°10’ W 4 4 

  S.M. das Barreiras 08°52’ S 49°42’ W 3 3 
 Cocalinhos 14°22’ S 51°00’ W 2 1 

BR Caiapônia 16°57’ S 51°48’ W 2 2 
 Campo Grande 20°27’ S 54°36’ W 1 1 
 Campinas 22°48’ S 47°03’ W 2 2 
 Carambeí 24°55’ S 50°05’ W 1 1 
 Fagundes Varela 28°52’ S 51°41’ W 1 1 
  S.A. das Missões 29°04’ S 56°19’ W 2 2 

Py Ybytymi 25°46’ S 56°41’ W 1 1 
 Uy Dayman 31°33’ S 57°57’ W 1 1 

Total       61 54 
 

Outras amostras: Para fazer uma análise comparativa geral entre populações de Cuba e 

outras ilhas do Caribe e do continente, foram seqüenciadas algumas amostras representando os 

diferentes haplótipos mitocondriais identificados em  Lyra et al., (in press). A Tabela 7.2 indica o 

país de origem e o número de indivíduos analisados por localidade. 

Além das amostras de populações naturais, foram analisados 12 indivíduos provenientes 

de 6 linhagens de laboratório mantidas na Biofábrica de Cochliomyia hominivorax do APHIS-

USDA, Fargo, Dakota do Norte, EUA. Essas amostras foram oficialmente doadas pelo 

pesquisador Richard L. Roehrdanz (APHIS-USDA) para a Profª Ana Maria Lima de Azeredo-

Espin na década de 90 e armazenadas em freezer -70°C até o momento da extração de DNA. As 

linhagens analisadas foram: (1) 009, proveniente do Texas, EUA, (2) “Cañas”, Cañas, Costa 

Rica, (3) OW87 de Orange Walk, Belize, (4) FC96 de Chiapas, México, (5) V81 de Veracruz, 

México e (6) Jam3B, Jamaica. Todas as amostras foram coletadas originalmente nas localidades 

indicadas e transferidas para a biofábrica (detalhes em Dev, La Chance & Whitten,1986 e 

Roehrdanz, 1989). As amostras coletadas em populações da América do Norte e Central 
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continental foram obtidas antes da erradicação da espécie nos países e são as únicas que pudemos 

obter como representativas da diversidade das localidades citadas.  

Antes do sequenciamento dessas amostras elas foram genotipadas quanto ao haplótipo de 

PCR-RFLP, seguindo o procedimento descrito em “metodologia detalhada”. As amostras 

apresentaram o haplótipo H8 de PCR-RFLP, exceto os dois indivíduos Jam3B que são haplótipo 

H1 (Tabela 7.2). 

 

Tabela 7.2 - Número de indivíduos seqüênciados (N seq) e haplótipos mitocondriais amostrados por país. 
* Haplótipos identificados em Lyra et al. (2005) e Lyra et al. (in press).  

 

Localidades   N seq Haplótipos mitocondriais* 

América do  EUA   2 H8 

Norte e Central México (V81) 2 H8 

 Mexico (FC96) 2 H8 

 Belize (OW87) 2 H8 

  Costa Rica (Cañas) 2 H8 

Caribe Cuba 4 H3, H17, H18 

 Jamaica (Jam3B) 2 H1 

 Jamaica 4 H1 

 Rep Dom 5 H1 

  Trin. & Tob 3 H1, H3 

América do Sul Colombia 4 H1, H3 

 Venezuela 9 H1, H3, H4, H10, H14, H15 

 Brasil 6 H1, H3, H4, H11, H13, H16 

 Uruguay 11 H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H9, H12

 Paraguai 3 H1, H3, H4 

Total   61   

 

7.2.2 Amplificação e sequenciamento 

A região escolhida para investigação foi um fragmento do gene COII, onde foram 

mapeados alguns sítios de restrição das enzimas marcadoras. As reações de amplificação foram 

conduzidas utilizando-se o par de “primers” TL2-J-3034 e TK-N-3785 (Simon et al., 1994), 

conforme descrito em Litjens et al. (2001). Os produtos da reação de amplificação  foram 

verificados conforme descrito na  “metodologia detalhada” (desse trabalho). Estes produtos de 

amplificação foram purificados utilizando-se o kit QIAquick® (Qiagen), segundo especificações 

do fabricante. O sequenciamento automático da região amplificada foi realizado em seqüenciador 
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ABI3700 (Applied Biosystems) de acordo com o protocolo otimizado de sequenciamento do 

“Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (ABI PrismTM, Perkin Elmer), 

com os mesmos oligonucleotídeos usados na reação de amplificação (desta vez em reações 

diferentes).  

Os cromatogramas obtidos para cada amostra foram avaliados manualmente usando o 

programa FinchTV versão 1.4.0 (Geospiza Inc.) e os valores das bases nucleotídicas foram 

estabelecidos usando o algoritmo do programa PHRED (Ewing et al., 1998a,b) como está 

implementado no AMIGA (http://amiga.cbmeg.unicamp.br/, Feijão et al., 2006). A seqüência 

“consenso” de cada indivíduo foi montada com o programa CAP3 (Huang & Madan, 1999) 

levando-se em consideração os valores de qualidade de cada base nucleotídica.  

 

7.2.3 Análise das seqüências 

O alinhamento das seqüências obtidas foi realizado através do programa de alinhamento 

múltiplo ClustalX (Thompson et al., 1997). Foram obtidos e analisados 549pb do gene COII de 

todos os indivíduos e os polimorfismos observados foram confirmados nos cromatogramas. As 

seqüências foram classificadas em haplótipos.  

A relação entre os indivíduos foi explorada com o programa MEGA4 (Tamura et al 

2007), através da construção de uma árvore pelo método UPGMA (“Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic means” - Sneath & Sokal, 1973), com re-amostragem (“bootstrap”) de 

1000 repetições e usando número de diferenças como medida de distância. A relação entre os 

haplótipos também foi analisada de forma exploratória através da construção de uma rede de 

relacionamento através do método de “análise de parcimônia estatística” (Templeton et al., 1992) 

implementada no programa TCS versão 1.21 (Clement et al., 2002). Nessa análise, os pares de 

haplótipos são unidos pelo menor número de diferenças definido por um limite de confiança de 

95% em que as mudanças “homoplásicas” não são incluídas. As ambigüidades da rede de 

haplótipos obtida foi resolvidas seguindo as indicações propostas por Crandall & Templeton 

(1993). 
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7.3 Resultados  

Dentre os 115 indivíduos analisados no total, foram identificados 35 haplótipos de 

seqüência (Tabela 7.3) e 31 sítios polimórficos em 549 pb (diversidade 5,6%), sendo 10 sítios 

com substituições não sinônimas pontuais. A correspondência entre os haplótipos de seqüência 

analisados e os haplótipos de PCR-RFLP está representada na tabela 7.3, bem como a região 

geográfica onde foram amostrados os haplótipos.  

Dos 54 indivíduos analisados que representavam o haplótipo H8 de PCR-RFLP, foram 

obtidos 15 haplótipos de seqüência em uma região de 549 pb do gene COII. Foram identificados 

15 sítios polimórficos (diversidade 2,7%), e duas substituições não sinônimas pontuais. A figura 

7.1 representa a árvore de relação entre os indivíduos analisados com haplótipo H8; foram 

identificados dois grandes grupos: (I) um formado pelas amostras H8 da América do Sul, 

juntamente com a da Jamaica e da República Dominicana – parte inferior da figura- e (II) outro 

formado pelas amostras H8 provenientes de Cuba – parte superior da figura. 

Na análise conjunta de todos os indivíduos, os dois grandes grupos formados apenas com 

a análise do haplótipo H8 foram mantidos (Figura 7.2). No grupo I (quadrado azul, parte inferior 

da figura) foram agrupadas todas as amostras da América do Sul e das outras localidades do 

Caribe (Jamaica, República Dominicana e Trinidad & Tobago), e também as duas amostras de 

Cuba com haplótipos de PCR-RFLP H3 (Seqüências 19 e 25 apontadas na figura 7.2). No grupo 

II foram agrupados, além das amostras de Cuba, as amostras provenientes da América do Norte e 

Central continental (amostras da biofábrica) – parte superior da figura marcada com quadrado 

verde. 
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Tabela 7.3. Haplótipos de seqüência identificados (S), correspondência entre haplótipos de sequência e 
haplótipos PCR-RFLP (H) e região geográfica de ocorrência dos haplótipos. Amér. N e C: América do 
Norte e América Central continental (indivíduos da biofábrica); RDP: República Dominicana; JAM: 
Jamaica; T&T: Trinidad & Tobago; Amér. do Sul: América do Sul.   
 

  Caribe     
 Seq PCR-RFLP* Amér. N e C 

CUBA RDP JAM T&T 
Amér. Sul 

Total 
S1 H8, H17 7 20         27 
S2 H8  1         1 
S3 H8 1           1 
S4 H8, H18  8         8 
S5 H8  1         1 
S6 H8  1         1 
S7 H8  1         1 
S8 H8  1      1 
S9 H8  1         1 
S10 H8  1      1 
S11 H8 2           2 
S12 H1    1       1 
S13 H1    1       1 
S14 H1    2       2 
S15 H1    1       1 
S16 H1, H8          6 6 
S17 H1          1 1 
S18 H8          2 2 
S19 H3  1         1 
S20 H3        1   1 
S21 H4, H16          2 2 
S22 H4          1 1 
S23 H6          1 1 
S24 H9          1 1 
S25 H3, H10, H13, H14, H15  1     1 9 11 
S26 H3          1 1 
S27 H1, H4, H8      1   8 9 
S28 H1, H3      5 2 2 9 
S29 H1, H5, H8          3 3 
S30 H1      1     1 
S31 H2          1 1 
S32 H7, H8, H12          11 11 
S33 H8          1 1 
S34 H8    1       1 
S35 H11          1 1 

TOTAL    10 37 6 7 4 51 115 
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CBC8
CBE1
CBE3
CBC7
CBC9
CBC10
CBC12
CBC5
CBC6
CBW4
CBE4
CBE5
CBE2
CBC13
CBW3
CBC11
CBW5
CBW2
CBW1
CBE9
CBC1
CBE6
CBI2
CBC4
CBC2
CBI3
CBI4
CBI1
CBE7
CBE8
CBC3
CBI6
CBI5
BFV1
BCa2
BSM3
BCP2
BCG1
BSM2
BCA1
BSM1
BSA1
DR1
Eq1
Eq3
Eq2
Eq4
Py1
UDA1
BCO1
BCP1
BCI1
BSA2
JM1

63

6384

0.00.51.01.52.02.53.0  
Figura 7.1- Árvore do gene COII, obtida pelo método UPGMA, para indivíduos de Cochliomyia hominivorax com 
haplótipo H8 de PCR-RFLP. Apenas os valores de bootstrap maiores que “50” foram mantidos nos ramos da árvore. 
Indivíduos em verde: amostras de Cuba; indivíduos em preto: amostras da América do Sul; indivíduos em azul: 
amostras da Jamaica e da  República Dominicana. Os quadrados verde (superior) e azul (inferior) representam os 
dois grandes grupos identificados. 
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CBE1
UTX1
CBW1
CBC8
MCh1
CBE3
CBC7
CBE4
CBW4
CBC9
CBW3
UTX2
CBE5
CCN2
CCN1
BOW1
CBC10
CBE2
CBW5
CBC12
CBE10
CBC5
MCh2
CBW2
CBC6
CBC13
CBC11
MVC2
MVC1
CBC1
CBE9
BOW2
CBC4
CBI2
CBC2
CBI9
CBC3
CBI3
CBI4
CBE7
CBE8
CBI1
CBE6
CBI6
CBI5
RD5
RD2
RD4
VE1
CBE11
TeT3
JM2
VB4
J3B2
TeT2
CT2
JM3
J3B1
JM5
JM4
RD6
RD3
VE3
UCL4
CT1
Eq1
VE2
Eq3
Eq2
Eq4
TeT4
TeT1
CBW6
VB2
UCL1
VB3
VB5
BCA3
BGO1
VB1
PY2
CT3
UST1 
JM1
BCI1
BSA2
UCL2
PY4
BCO1
UST2
BGO2
UDA1
BCP1
VB6
PY1
UDA1
RD1
BCG1
BCP2
BSM3
BCA2
BCA1
UCO1
UST3
BSM2
BFV1
BSM1
BSA1
BCR1
GB
UFL1
PY3
UCL3
BPM

0.00.51.01.52.02.53.0

Seq 19

Seq 25

 
Figura 7.2- Árvore do gene COII obtida pelo método UPGMA, para todos os indivíduos de C. hominivorax 
analisados . GrupoI – quadrado inferior azul - amostras da América do Sul, Jamaica, República Dominicana, 
Trinidad e Tobago. Grupo II- quadrado superior verde- amostras de Cuba e biofábrica (exceto Jam3B); Setas 
indicam duas amostras de Cuba com haplótipo PCR-RFLP H3 (seq 19 e 25). Cores das amostras estão representadas 
segundo localidade descrita na tabela 7.3. 
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A figura 7.3 representa as relações entre todos os haplótipos de C. hominivorax 

identificados nas localidades amostradas. Nessa análise o padrão de estruturação dos dados foi 

mantido. Foi possível identificar dois clados bem distintos: um representado em azul (clado 1), 

onde aparecem as amostras da Jamaica, República Dominicana, Trinidad & Tobago e as da 

América do Sul, além de duas amostras de Cuba haplótipo PCR-RFLP H3 (haplótipos de 

seqüência S19 e S25), e outro formado pelas outras amostras de Cuba e as amostras 

representativas da América do Norte e Central continental (clado 2).  

Os haplótipos mais freqüentes do clado 1 ocupam posições mais centrais na rede, exceto 

haplótipo S28 (principalmente amostras da Jamaica e Trinidad & Tobago - tabela 7.3), enquanto 

que amostras únicas ou mais raras ocupam posições periféricas. Nesse clado é possível visualizar 

um pequeno agrupamento (apontado em círculo com linha pontilhada em azul) que representa as 

amostras da República Dominicana. No clado 2, o haplótipo mais freqüente é central na rede e 

representa tanto amostras de Cuba como da biofábrica. A distância entre os dois clados é de pelo 

menos 4 passos (ou 4 variações de sítio), e revela estruturação entre os dois grupos. 
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Figura 7.3- Rede de relação dos haplótipos identificados em C. hominivorax, construída usando o método 
de parcimônia estatística, com um limite de confiança de 95%. As linhas que unem os haplótipos 
representam um evento de mutação e os círculos vazios: haplótipos não amostrados. As linhas pontilhadas 
em preto representam a separação em dois clados. A linha pontilhada em azul, representa  um 
agrupamento das amostras da República Dominicana. Haplótipos em azul claro no clado 1 também foram 
identificados em duas amostras de Cuba.  
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7.4. Discussão 

Os dados apresentados aqui fortemente sugerem uma estruturação populacional que 

separa as amostras de Cuba das amostras de outras ilhas do Caribe, bem como da América do 

Sul. Esses dados corroboram os resultados anteriores obtidos com marcadores PCR-RFLP do 

DNAmt (Lyra et al., in press) e marcadores microssatélites (Torres & Azeredo-Espin, in press). 

Poucos dados existem na literatura sobre a presença histórica da praga em Cuba. Os 

trabalhos de García Rodriguez (2003) e Vargas-Terán et al. (2005) apontam que a presença da 

espécie no país só foi registrada oficialmente em 1995, diferente do que é registrado por exemplo 

para a Jamaica onde a presença da espécie já havia sido relatada no século XVIII (Grainer, 1764). 

A presença de um haplótipo em alta frequência (S1) que está presente também no continente 

Norte e Centro Americano, pode sugerir que a introdução da espécie na ilha é decorrente de um 

efeito fundador relativamente recente (exemplificado como colonização de longa distância em 

Templeton, 1998); a presença de únicos e proximamente relacionados ao haplótipo S1 pode 

indicar um evento de expansão populacional rápida após efeito fundador (Hedrick, 2005).  

O agrupamento entre as amostras de Cuba e América do Norte e Central continental 

sugere que as populações de Cuba podem ser originárias de populações dessas localidades, o que 

confirma a hipótese de diferentes origens de introdução no Caribe sugerida por Lyra et al (in 

press). Os dois indivíduos de Cuba, que aparecem agrupados com as amostras do continente Sul-

Americano e outras ilhas do Caribe, parecem revelar claramente a importância da interferência 

humana no processo de migração passiva dessa praga. As relações comerciais de compra e venda 

de animais vivos entre regiões e países, que eventualmente podem carregar espécimes da mosca, 

podem explicar a existência de haplótipos relacionados em localidades geográficas muito 

distintas. Por outro lado, não podemos descartar a possibilidade de que sejam haplótipos 

ancestrais residuais. 

As amostras da República Dominicana, Jamaica e Trinidad & Tobago foram agrupadas 

com as amostras da América do Sul, corroborando a hipótese de diferentes histórias de 

introdução da espécie no Caribe sugerida em Lyra et al (in press). A República Dominicana 

apresentou haplótipos únicos o que reforça o padrão de isolamento entre as ilhas encontrado 

anteriormente com marcadores microssatélite (Torres & Azeredo-Espin, in press). 

Os resultados aqui apresentados revelam que o sequenciamento de regiões do DNAmt na 

espécie C. hominivorax, pode auxiliar na compreensão da complexidade da distribuição da 



122 
 

diversidade genética principalmente em uma escala micro-geográfica e temporal. Esses 

resultados sugerem que novos estudos devem ser realizados, associando a escala temporal, micro-

geográfica e sistemas de informação geográfica, na tentativa de se entender a história evolutiva 

dessa praga nas Américas e, talvez, permitir o uso dessa espécie como modelo para outras 

espécies pragas. 
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PARTE III 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
ABORDAGEM MORFOLÓGICA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“THE FLY 

God in his wisdom made the fly 

And then forgot to tell us why.” 

(Frederic Ogden Nash)  
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8. ARTIGO 3 

Lyra, ML, Hatadani, LM, Azeredo-Espin AML & Klaczko, LB. Wing size and shape variation 

in New World Screwworm Fly (Diptera: Calliphoridae): Sexual Dimorphism and population 

analyzes. Em preparação. 

 

“Variação de tamanho e forma da asa na mosca da bicheira (Diptera: Calliphoridae): 

Dimorfísmo sexual e analise preliminar de populações” 

Resumo 

Cochliomyia hominivorax, a mosca da bicheira, é um dos mais importantes parasitas de 

animais domésticos da região Neotropical. Marcadores moleculares têm sido usados com sucesso 

para a caracterização da variabilidade e estrutura de populações desta mosca, mas pouco se sabe 

sobre a variação morfológica.Os caracteres morfológicos podem refletir diretamente a ação da 

seleção natural, e o estudo desses pode fornecer informações importantes sobre as populações 

que em geral não podem ser obtidos com marcadores neutros em nível molecular. O presente 

estudo foi conduzido com o objetivo de caracterizar a variação morfológica de asas de C. 

hominivorax e avaliar o potencial desse caráter para análises populacionais. Nos encontramos um 

dimorfismo sexual acentuado na espécie tanto para tamanho como forma da asa, esses dados 

foram interpretados como a existência de diferentes pressões seletivas no sexos e sugerimos que 

pode estar associado ao comportamento agressivo do macho. Foram identificadas significativas 

variações entre as populações analisadas, porém essas não puderam ser correlacionadas com as 

diferenças de latitude e temperatura. Os resultados preliminares sugerem que a morfologia da asa 

da espécie pode ser afetada pelas características da localidade ou do hospedeiro, já que é um 

parasita de animais endotérmicos, de maneira diferente do que ocorre em outras espécies de 

inseto. Nossos resultados demonstram que a variação de tamanho e forma da asa pode ser um 

caráter útil para o estudo de populações da mosca da bicheira.   
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Abstract 

Cochliomyia hominivorax (Coquerel 1858), the New World screwworm fly, is one of the 

most important parasites of livestock in the Neotropical region and one of the most expensive to 

control and treat. Genetic markers have been used with success to provide information about 

population structure and genetic variability in C. hominivorax, but little is known about 

morphological variation in C. hominivorax populations. The present study was conducted to 

provide a morphological analysis of wing size and shape of C. hominivorax and evaluate the 

potential use of this morphological character for population variation studies. We found a striking 

sexual dimorphism in the species for both wing size and shape and suggested that it reflects a 

history of different selection pressures operating on males and females, possibly related to male 

behavior.  We also found morphological variation between populations, which were not 

associated with latitude or temperature; these preliminary results suggested that C. hominivorax 

morphology might be affected by locality and/or host characteristics in a different manner to 

previous studies with other insect species, since it is a parasite of endothermic animals. Our 

results indicated that wing shape and size may be a reliable marker for population analyses in 

New World Screwworm.  

 

Key words: New World Screwworm fly, sexual dimorphism, wing variation, populations. 
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Introduction 

The New World screwworm fly, Cochliomyia hominivorax (Coquerel 1858 -Diptera: 

Calliphoridae) is a destructive obligate parasite of endotherm vertebrates that causes severe 

myiasis in hosts throughout the Neotropical region (Guimarães et al. 1983). The larvae of this 

species are only able to develop in nature on living tissues and this mode of infestation makes C. 

hominivorax one of the most important pests of livestock and one of the most expensive to 

control and treat, being responsible for substantial profit losses for cattle breeders (Hall and Wall 

1995).  

The historical range of this insect extends from southern United States to Argentina. This 

species has been successfully eradicated from North and most of Central America by the sterile 

insect technique (SIT), but still occurs in the Caribbean islands and South America (Wyss 2000, 

IAEA 2000).  

Due to the substantial economic losses caused by C. hominivorax infested countries, 

international efforts have been aimed at designing programs to control and, eventually, eradicate 

this species from endemic areas (IAEA 2000). For a program of insect eradication by release of 

sterile insects to be successful, three criteria must be met (Mangan, 1986): (1) insects must be 

reared and sterilized in sufficient number and with quality; (2) sterile insects must be transported 

and released in the appropriate location in a manner that vigor is not lost and (3) the sterile male 

released must compete successfully with wild males and be reproductively compatible with 

females. 

In order to accomplish third criteria, a good knowledge of genetic variation and 

population structure of target populations is a fundamental component and it can be accessed, for 

example, by the analyses of molecular marker and/or phenotypic variation.  

In New World Screwworm fly, molecular markers have been used with success providing 

important information about population structure and genetic variability (e.g. Roerhdanz 1989, 

Infante-Vargas & Azeredo-Espin 1995, Taylor et al 1996; Infante-Malaquias et al., 1999, Lyra et 

al., 2005; Torres et al. 2007; Lyra et al., in press), but, surprisingly, no morphological marker 

have been well characterized and little is still known about morphological variation in natural 

populations of C. hominivorax (Richardson et. al.,1982; Gágne & Peterson, 1982; Azeredo-Espin, 

1987). Because phenotypic traits commonly represent direct targets to natural selection, their 
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study might provide interesting additional data about populations that could not be obtained with 

neutral markers at the molecular level. 

Wing morphology differences among natural populations have been repeatedly 

documented in dipterans (e.g. Coyne and Beechan 1987, Imasheva et al. 1994, Bitner-Mathé et 

al. 1995, Alves and Beló 2002, David et al. 2003, Reigada and Godoy 2005). Not surprisingly, 

most of the literature on dipteran wing morphology variation concentrates on the genus 

Drosophila, in which latitudinal clines have been observed for body size in several species 

(Pfriem 1983, Hyytia et al. 1985, Imasheva et al. 1994, Huey et al. 2000, Collinge et al. 2006). 

Selective pressures acting on the formation of these clines are, in general, believed to be caused 

by temperature variation (Imasheva et al. 1994), although alternative explanations have been 

proposed (Santos et al. 2006). 

The purpose of the present study was to provide a morphological analysis of wing size 

and shape of C. hominivorax and explore its potential for population variation analyses.  

 

Materials and Methods 

Cochliomyia hominivorax were obtained as third instar larvae from different wounded 

sheep, dogs or cattle between 2003 and 2005. Geographic locations of the thirteen areas sampled 

and the number of individuals analyzed are shown in table 1. The two most distant collections 

sites (Caiapônia-Br and Colonia-Uy) covered a distance of approximately 2040 Km and all 

collections were carried out in the summer. 

Collected larvae were taken to the laboratory for species identification and allowed to 

pupate in sawdust. The pupae were maintained at constant temperature (25 °C) and humidity 

(70%) and the adults that emerged were frozen 24 hours after emergence. The right wing of each 

fly was removed and mounted on a slide under a coverslip and wing images were captured via a 

video camera coupled to a microcomputer. The TPSdig software (Rohlf, 2004) was used to 

obtain cartesian coordinate data of four landmarks (Fig.1). Size was estimated by measuring wing 

length (distance between points A and B in Fig.1), whereas shape was computed as the ratio 

between wing width (distance between points C and D) and length. Each wing was measured 

different times to ensure repeatability. 

Temperature data for each area was obtained from the weather station adjacent to 

collection site. Whenever these data were not available (Cerro Colorado-Uy and Paso Muñoz-
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Uy), the average between the temperature data of the two nearest weather service stations was 

considered for the analyses. Temperature values used were the average of the summer in which 

we made the collection.  

Analyses of morphometric data were performed by univariate approaches in Minitab14 

software. Means, standard errors and confidence intervals (95%) were estimated. ANOVA was 

used to ascertain any differences between sexes or localities. Discriminat analysis was conducted 

with size an shape to identify sexes. Regression analyses were carried out in exploratory analyses 

to examine the association between population traits and the geographic or climatic variable 

(latitude and temperature).  

Geometric morphometric methods where explored in an aim to identify local variation in 

wings. Results obtained where very similar than those obtained with traditional methods and, 

because of that, just the last one were chose for results exposition since there are more intuitive.   

 

Results and Discussion 

Sexual Dimorphism 

Table 2 describes the mean wing length and the mean wing ratio (width/length) for males 

and females in C. hominivorax. We found a significant variation between sexes for both wing 

size and shape (table 3). Discriminant analyses correctly assigned 99,5% of specimens to their 

groups (sexes).The analysis revealed a striking sexual dimorphism in the species (Fig. 2). Males 

are approximately 15% bigger than females and have narrower wings, when compared with the 

wings of females (table 2).  

Differences between males and females are common in animals and have been the subject 

of discussion for numerous evolutionary biologists since Darwin’s (1871) first investigations (e.g. 

Maynard Smith 1978, Andersson 1994, Fairbairn 1997). Sexual dimorphism has been studied in 

relation to physiology, ecology and behavior and the two main types of explanation for its 

evolution are natural and/or sexual selection or intra-specific niche divergence (Lande 1980, 

Shine 1989).  

In insects, females are usually larger than males (e.g. Huey et al. 2006), probably due to a 

fecundity advantage for larger females. A larger male size is rare and is believed to be favored in 

a competition context among males, such as fight for females or territory, or when males carry 
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females during nuptial flight (see Andersson 1994, David et al. 2006a). Our work found that C. 

hominivorax exhibits a significant sexual dimorphism for wing size in which males are 

significantly larger than females, suggesting the existence of selective pressures other than female 

fecundity advantage in this species, possibly related to male behavior. Even though adult flies of 

C. hominivorax are often difficult to observe in nature, Guillot et al. (1978) and Krafsur (1978) 

were able to observe an aggressive behavior in field C. hominivorax males, showing that they are 

territorial and have a striking behavior towards screwworms, and even towards other species of 

small insects. The observation of larger males than females would agree with adaptive 

interpretations mentioned previously, although other factors are probably related to the 

dimorphism. In addition, screwworm females mate only once (Crystal 1967), a fact that could 

reinforce sexual selection and increase competition among males.  

Results reported here also found a significant sexual dimorphism for wing shape in C. 

hominivorax (males have narrower wings when compared to females). Sexual shape dimorphism 

is less understood than size dimorphism, but is believed to arise from ecological causes or natural 

selection, that is, to adapt each sex to different ecological niches (Shine 1989, Andersson 1994, 

Bonduriansky 2006). Although there is no direct evidence for the functional significance of shape 

variation in C. hominivorax, it seems reasonable to suppose that the differences in foraging 

habitats and behavior, reproductive activities and flight agility or resistance may influence the 

shape dimorphism observed in C. hominivorax, as has been proposed for other species (e.g. 

Sivinski and Dodson 1992, Bonduriansky 2006). More detailed studies of sex dimorphism in 

relation to social behavior and life history are needed to understand the meaning of the variation 

found and to confirm and/or generalize these tentative conclusions. 

 

Population variation 

We also found a significant variation among localities for wing size and shape (table 3). 

Since sexual dimorphism for size and shape was present, we separated sexes for the analysis of 

differences between localities (Fig. 3). The smallest males and females were found in the locality 

of São Sebastião do Paraíso-MG (BSS), Brazil, while the largest were found in Juaquin Suarez-

Can (UJS), Uruguay (Fig. 3). The greatest size difference between sexes was found in San 

Antonio-Sal (UST), Uruguay (17%) and the smallest was found in Juaquin Suarez-Can (UJS), 

Uruguay (9%). 
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Differences found for female wing sizes and shape could not be related to variation in 

temperature or latitude (none of the regressions were significant; data not shown). Results for 

males were similar to those obtained for females, except for regression of size in latitude (R2 = 

1%; p=0.041). Variation in wing shape was not significantly correlated to size in females, but 

presented a significant correlation for males (R2 = 4.8%; p< 0.000). 

Temperature is an important factor influencing size in ectotherms (Atkinson and Sibly 

1997), concerning both genetic variation and phenotypic plasticity. Numerous studies 

documented intraspecific geographic variation in wing size and shape, particularly in the genus 

Drosophila, in which the existence of latitudinal clines is often thought to be caused by 

temperature as the selective pressure (e.g. Imasheva et al. 1994, Bitner-Mathé et al. 1995, 

Gilchrist 2001, Alves and Beló 2002, Collinge et al. 2006, David et al. 2006b) and appear as 

positive correlations between latitude and wing size. Phenotypic plasticity occurs in the same 

direction and is expected to produce larger sizes in flies developing under lower temperatures 

than in those growing under higher temperatures (Robertson 1987, Thomas 1993, Partridge et al. 

1994, Crill et al. 1996, Imasheva et al. 2000, Pétavy et al. 2001, Azevedo et al. 2002, David et al. 

1994, 1997, 2006b).  In addition to temperature, phenotypic variability in size is believed to be 

influenced by differences in larval feeding conditions (David et al 2006b). Wing shape variation 

in natural populations is less studied than size (Hoffmann and Shirriffs 2002) and there is not a 

common explanation, or pattern, for the differences found (Imasheva et al. 1994, Hass and Tolley 

1998, Hoffmann and Shirriffs 2002). 

In C. hominivorax, wing size and shape were not associated with latitude or temperature. 

Although they differed among populations, we were not able to find a pattern for the variation. 

Male wing size presented significant correlations with latitude and wing shape, but the amount of 

the variation explained by the variables was very small (1% and 4.8%, respectively). 

The comparison of our results and previous studies is difficult because most of them focus 

on species whose larval development is influenced by variations in local temperature. Drosophila 

larvae often feed on rotting materials (such as fruit or cacti) and are subject to most of the 

environmental temperature fluctuations and also depend on larval crowding conditions. 

Since C. hominivorax is an obligate parasite of ectotherms, all larval stages develop in an 

almost constant environment inside the host, regardless of its geographical location and we 

should expect little variation in developmental temperature and larval crowding effects. Hence, it 

should not be surprising that we did not find a correlation between wing size and latitude or 
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temperature, since latitude would probably influence size through temperature effects, which 

were not supposed to have a major variation among localities. Therefore, C. hominivorax larvae 

seem to be affected by temperature and nutrition in a different way than insects that are not 

parasite of endotermic animals, and both locality and host characteristics, such as host nutritional 

aspects and body temperature, need to be considered to understand the size and shape variation in 

this species. Naturally we cannot ignore the possible effect of genetic drift and historic 

phenomena. 

Although our results showed morphological differences between C. hominivorax 

populations, it should be considered carefully when studying population structure. To address 

questions like: how much of the variation is due to plasticity or genetic differences, or how 

temperature and host characteristics affect morphological variation, we need to conduct more 

detailed, specific and controlled experiments.  

Based on preliminary results presented here, we suggested that wing variation is a good 

morphological marker for studying population variation in C. hominivorax, and suggest that 

morphological variation studies might greatly help in the design of future control programs.   
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Table 1. Geographic locations of the sampled areas and number of Cochliomyia hominivorax individuals 
analyzed. ID: population identification code. F: Females; M: Males; #average temperatures in summer. 

 

 Local ID Lat (S) Long (W) Temp (°C) # F M Total

Caiapônia – GO BCA 16°57’ 51°48’ 25.26 44 52 96 

S. S. do Paraíso - MG BSS 20°55’ 46°59’ 23.06 17 15 32 

Caraguatatuba - SP BCT 23°37’ 45°24’ 27.32 23 21 44 

Carambeí – PR BCI 24°55’ 50°05’ 22.52 12 12 24 

Fagundes Varela - RS BFV 28°52’ 51°41’ 21.64 24 24 48 

Br 

Pinheiro Machado - RS BPM 31º34’ 53º23’ 23.55 22 15 37 

San Antonio - Sal. UST 31°20’ 57°50’ 24.33 11 24 35 

Paso Muñoz - Sal. UPM 31°27’ 56°23’ 24.33 17 31 48 

Dayman - Pay. UDA 31°33’ 57°57’ 23.37 15 7 22 

Cerro Colorado - Flo. UCC 33°52’ 55°33’ 23.33 23 28 51 

Bañados de Medina- C.L. UBM 32°23’ 54°21’ 22.27 22 22 44 

Colonia - Col. UCO 34°28’ 57°51’ 22.60 27 21 48 

Uy 

Juaquín Suarez - Can. UJS 34°44’ 56°02’ 22.03 11 44 55 
 Total      268 316 584 

 
 

Table 2. Mean wing length and mean wing ratio (width/length) in Cochliomyia hominivorax. N= number 
of individuals analyzed; SE= standard error; CI 95%: Confidence interval. 

 

   Length (mm)  Ratio(width/Length) 

 N  
Mean ± SE  
(CI 95%)   

Mean ± SE  
(CI 95%) 

Females 268  5.012 ± 0.020  0.513 ± 0.001 
   (4.972 - 5.052)  (0.511 - 0.514) 
Males 316  5.786 ± 0.026  0.456 ± 0.001 
   (5.735 - 5.837)  (0.455 - 0.457) 

 
 
Table 3. Results of ANOVA on wing length and on wing ratio (width/length) for Cochliomyia 

hominivorax populations.  
 

     Length    Ratio (width/length) 

  df F P  df F P 

Sex  1 454.45 <0.001  1 3998.6 <0.001 

Local  13 14.21 <0.001  13 14.45 <0.001 

Sex X Local  13 1.21 0.274  13 1.92 0.03 
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Figure 1. Wing of Cochliomyia hominivorax showing landmarks, considered as reference for making 
measurements. A-->B: Length; C-->D: Width. 
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Figure 2. Relationship between wing length (mm) and wing ratio (width/length) in males and females of 
Cochliomyia hominivorax. Females: red circles; Males: black squares. 
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Figure 3. Interval Plot of wing length (A) and wing ratio (Width/Length) (B) for Cochliomyia 

hominivorax populations. F: Female (red); M: Male (black). Local: Identification codes correspond to 
localities given on Table 1. 
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9. “Morfometria Geométrica como ferramenta para identificação de Cochliomyia 

hominivorax e Cochliomyia macellaria” 

9.1. Introdução 

Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775) é um agente causador de miíases secundária 

morfologicamente muito similar a Cochliomyia hominivorax (Guimarães et al., 1983). As larvas 

dessa espécie possuem hábito exclusivamente necrófago e são encontradas geralmente associadas 

a carcaças, lixo urbano ou fezes, porém podem ser encontradas em feridas de mamíferos 

juntamente com C. hominivorax, onde se alimentam dos tecidos necrosados (Guimarães et al., 

1983; Zumpt, 1965).  

Devido a características como sobreposição na distribuição geográfica entre C. macellaria 

e C. hominivorax, similaridade morfológica, co-existência das espécies na mesma ferida e 

potencial de prejuízo que C. hominivorax representa para pecuaristas, a rápida e correta 

identificação dessas duas espécies é muito importante.  

Métodos baseados em marcadores moleculares para identificação de C. hominivorax e C. 

macellaria foram desenvolvidos com sucesso (Taylor et al., 1996; Litjens et al., 2001), porém os 

métodos atuais para identificação baseados em morfologia do adulto são relativamente restritos a 

especialistas, já que a identificação de adultos é principalmente baseada na genitália do macho, 

coloração e diferenças de polinosidade no quinto tergíto (FAO, 1993).  

Na literatura, já existem descritos alguns trabalhos para identificação de espécies de 

insetos através da morfologia da asa (Houle et al., 2003; Moraes et al., 2004; Hatadani & 

Klaczko, 2008). Com base nesses trabalhos e nos resultados obtidos para variação de tamanho e 

forma da asa, descritos para C. hominivorax nessa tese (Lyra et al., em preparação; Parte III, 

Artigo 3), o objetivo deste trabalho foi testar se era possível identificar as duas espécies usando 

técnicas de morfometria geométrica, visando a criação de um método prático, rápido e barato 

para identificação de adultos das duas espécies.  
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9.2. Amostras e análises 

As amostras de C. hominivorax foram coletadas como larvas de terceiro instar em 

diferentes feridas de animais domésticos, conforme descrito em “metodologia detalhada”. As 

amostras de C. macellaria foram coletas em carcaça de animais mortos (cavalos e bois), 

colocadas em serragem para se transformarem em pupa e levadas para o laboratório para 

identificação. A localização geográfica das áreas amostradas para cada espécie e o número de 

indivíduos analisados estão descritos na tabela 9.1.  

 
Tabela 9.1. Localização geográfica das áreas amostradas e número de indivíduos de Cochliomyia 

hominivorax e Cochliomyia macellaria analisados. Br: Brasil; Uy: Uruguai; F: Fêmeas; M: Machos 
 
  Localidade Lat. (S) Long. (O) F M Total 

Cochliomyia hominivorax  235 246 481 
Caiapônia - GO 16°57’ 51°48’ 19 24 43 

Caraguatatuba - SP 23°37’ 45°24’ 22 19 41 

Carambeí - PR 24°55’ 50°05’ 11 11 22 

Fagundes Varela - RS 28°52’ 51°41’ 23 25 48 

Pinheiro Machado - RS 31°04’ 53°23’ 22 15 37 

Br 

São Seb. do Paraíso - MG 20°55’ 46°59’ 17 15 32 

Bañados de Medina- C.L. 32°23’ 54°21’ 21 21 42 

Cerro Colorado - Flo. 33°52’ 55°33’ 22 23 45 

Colonia - Col. 34°28’ 57°51’ 27 21 48 

Juaquín Suarez - Can. 34°44’ 56°02’ 15 20 35 

San Antonio - Sal. 31°24’ 57°58’ 19 23 42 

Uy 
  

Paso Muñoz - Sal. 31°27’ 56°23’ 17 29 45 

Cochliomyia macellaria   59 60 119 
Goiânia - GO 16°43’ 49°15’ 20 20 40 Br 

Mogi-Guaçu - SP 22°22’ 46°56’ 19 20 39 
Uy Colonia - Col. 34°28’ 57°51’ 20 20 40 

 
 

A manutenção dos indivíduos, obtenção e análise dos dados de variação morfológica 

foram conduzidas conforme descrito em “metodologia detalhada”. As diferenças de tamanho 

entre sexos e espécies foram testadas por ANOVA e as diferenças de forma foram testadas por 

MANOVA, conduzidas no programa MiniTab14. Análise discriminate foi conduzida na variável 

de forma para identificação de espécies e sexos. A análise de deformações relativas (“Relative 

warps analysis” - RWA) foi utilizada para ilustrar as diferenças de forma.  
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9.3 Resultados  

Foram identificadas variações significativas entre espécies e sexos tanto para tamanho 

como forma da asa. A tabela 9.2 descreve os resultados obtidos para ANOVA no tamanho da asa 

e MANOVA no formato da asa de Cochliomyia hominivorax e C.  macellaria.  

 
Tabela 9.2. Resultados de ANOVA no tamanho do centróide e MANOVA nos componentes não-
uniformes das deformações parciais (“partial warps”) para Cochliomyia hominivorax e Cochliomyia 

macellaria. 

 

  
Tamanho do Centróide 

(ANOVA) 
 

“Partial warps” 
(MANOVA) 

  F P  F P 
Espécies (sp.)  12,34 <0,001  119,78 <0,001 
Sexos  60,87 <0,001  110,83 <0,001 
sexos X sp.  111,94 <0,001  30,01 <0,001 

 
 

O tamanho do centróide diferiu significativamente entre sexos e espécies (Figura 9.1). Em 

C. hominivorax, machos apresentaram asas maiores do que as fêmeas (~12%; machos, TCmédio 

= 749,95 mm (CI 95%, 742,59 - 758,32); fêmeas, TCmédio = 671,80 (CI 95%, 665,88 - 677,71)) 

e em C. macellaria, machos apresentaram asas menores do que as fêmeas (~2%, TCmédio = 

690,04 mm (CI 95%, 685,44 - 694,64); fêmeas, TCmédio = 701,85 mm (CI 95%, 694,16 - 

708,54)). O tamanho da asa, sozinho, não é suficiente para diferenciar sexos e espécies, porém a 

sobreposição de tamanho, considerando o intervalo de confiança (CI) é mínima (Figura 9.1).   

Na análise de variação de forma, o primeiro eixo de deformações relativas (RW1) foi 

responsável por 60,1% da variação e com este é possível separar os sexos e o RW2 representou 

9,3% da variação, e separa espécies (Figura 9.2). A análise discriminante conduzida na variável 

de forma pôde classificar corretamente 100% das amostras, revelando que a forma da asa pode 

ser utilizada para identificação tanto das espécies C. hominivorax e C. macellaria, como para 

identificar os sexos dentro das espécies. 
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Figura 9.1- Gráfico do tamanho médio do centróide dos indivíduos de Cochliomyia hominivorax e C. 

macellaria. * representa a média; ChF: Fêmeas C. hominivorax; ChM: Machos C. hominivorax; CmF: 
Fêmeas C. macellaria;  CmM: Machos C. macellaria. 
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Figura 9.2- Gráfico de RW1 (60,1%) vs RW2 (9,3%) em Cochliomyia hominivorax e Cochliomyia 

macellaria. ChF: C. hominivorax fêmeas, ChM: C. hominivorax machos, CmF: C. macellaria fêmeas, 
CmM: C. macellaria machos. 
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9.4. Discussão 

9.4.1 Morfometria geométrica como ferramenta para identificação das espécies 

Os resultados descritos aqui demonstram que a morfologia de asa é um bom caractér para 

ser utilizado em identificação de amostras de C. hominivorax e C. macellaria, podendo ser 

utilizado para monitorar a presença e expansão de C. hominivorax em áreas infestadas e não 

infestadas. Nossos resultados sugerem que as deformações parciais poderiam ser utilizadas como 

base para criação de um teste rápido para distinguir as duas espécies mais abundantes do gênero 

Cochliomyia. 

A maior vantagem de um teste de identificação baseado na variação de forma da asa é a 

facilidade e velocidade em que se pode obter o material. A obtenção de dados para a realização 

de uma baseada  na variação de forma da asa é relativamente mais barato e rápido que os 

métodos baseados em marcadores moleculares (requerendo apenas lâminas para montagem das 

asas, que podem ser reutilizadas, e uma câmara acoplada a microcomputador para obtenção das 

imagens, já que os programas para obtenção e análise dos dados são livres). Esses dados podem 

ser facilmente coletados de indivíduos adultos vivos ou espécimes preservados em museu, e 

ainda dezenas de asas podem ser digitalizadas e analisadas no mesmo dia (ex: Houle et al., 2003). 

Porém a maior desvantagem de um teste baseado em forma da asa é que ele apenas pode ser 

usado em indivíduos adultos e com asas intactas (ou quase intactas). 

 

9.4.2 Breve discussão sobre dimorfísmo sexual 

O dimorfismo sexual de tamanho é um caráter fenotípico presente em grande parte dos 

animais e tem sido extensamente estudado em insetos (ex: Maynard Smith, 1978; Michod & 

Levin, 1988; Bitner-Mathé et al., 1995; Fairbairn, 1997; Imasheva et al., 2000; David et al., 

2003). Apesar de muito comum, o dimorfismo sexual de tamanho não segue uma regra geral: as 

fêmeas podem ser maiores ou menores do que os machos. Usualmente as interpretações dessa 

variação de tamanho procuram explicar estratégias adaptativas da espécie, envolvendo tanto 

seleção sexual como seleção natural, que podem resultar em vantagens ecológicas (David et al., 

2003). Estudos com Drosophila sp. revelam que as fêmeas são em geral maiores do que os 

machos; a interpretação mais comum desse resultado é que esse caráter deve ser favorecido pela 

seleção natural pois são as fêmeas que botam ovos, porém não existe uma interpretação consenso 

(David et al., 2003). 
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Em C. macellaria, espécie na qual as fêmeas são maiores do que os machos, essa 

diferença poderia ser interpretada de forma semelhante ao que acontece em Drosophila. Já em C. 

hominivorax, os machos são maiores do que as fêmeas; isso poderia ser interpretado, por 

exemplo, como evidência de um comportamento de competição entre os machos; dessa forma a 

seleção natural poderia favorecer a existência de machos maiores. Por outro lado também devem 

ser considerados os comportamentos sexuais das fêmeas das duas espécies para entender os 

padrões de dimorfismo observado, uma vez que fêmeas de C. hominivorax só copulam com um 

único macho, enquanto que não existem evidências de monogamia em fêmeas de C. macellaria 

(para mais detalhes ver discussão em Lyra et al., em preparação; Parte III, Artigo 3). 

Interpretações sobre seleção sexual e dimorfismo como esta já foram sugeridas anteriormente 

(Ex: Lande, 1980; Michod & Levin, 1988; Székely, 2004). Os resultados obtidos evidenciam a 

necessidade da existência estudos mais aprofundados sobre os hábitos ecológicos dessas espécies, 

tanto em condições de laboratório como no campo. 

A relação entre dimorfismo sexual e tamanho dos indivíduos foi analisada comparando-se 

a distância de procrustes (Rohlf, 1990) entre o consenso de macho e fêmeas com o tamanho do 

centróide médio da espécie. Foi evidente que a espécie na qual os machos são maiores (C. 

hominivorax) o dimorfismo sexual foi maior. Esta observação está de acordo com a regra de 

“Rensch” (em Székely, 2004), que postula que dimorfismo sexual aumenta com o tamanho do 

corpo quando machos são maiores do que as fêmeas e diminui quando estes são menores. A regra 

de “Rensch” é um padrão macro-ecológico atribuído normalmente a diferenças em seleção sexual 

que já foi observado em diversos táxons, incluindo aracnídeos, lagartos, cobras, tartarugas e 

primatas (Farbairn, 1997; Székely, 2004).  

As correlações genéticas entre sexos são em geral grandes para caracteres morfológicos e 

análises teóricas e empíricas predizem uma taxa de evolução lenta para dimorfismo sexual de 

tamanho (Lande, 1980). A diferença significativa de tamanho e forma apontadas nesse trabalho 

entre as espécies C. hominivorax e C. macellaria, pode ser mais uma  evidencia da existência de 

fortes fatores seletivos direcionando as adaptações ecológicas principalmente dentro da espécie 

C. hominivorax, que podem ter acelerado a evolução do dimorfismo sexual dentro do gênero. 

Nesse sentido essas espécies podem ser um bom modelo para estudos mais aprofundados sobre o 

surgimento e manutenção dessa variação sexual.  
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10. DISCUSSÃO GERAL 

10.1 Diversidade Genética e estrutura de populações da mosca da bicheira 

Nos últimos anos, estudos têm sido realizados com o objetivo de acessar a variabilidade 

genética e estrutura de populações de Cochliomyia hominivorax, a mosca da bicheira. O trabalho 

aqui apresentado é até o momento o mais amplo estudo da variabilidade genética e distribuição 

da diversidade em populações naturais da espécie, incluindo a análise de 34 populações, desde o 

Caribe até o Uruguai. 

Os resultados obtidos revelaram altos níveis de variabilidade mitocondrial e um padrão 

complexo de distribuição da variabilidade genética na espécie.  

As populações da região do Caribe apresentaram os menores índices de diversidade 

genética com relação ao DNAmt, exceto Trinidad & Tobago, e alta estruturação populacional 

(ver Lyra et al., in press - Parte II, Artigo 2). A baixa variabilidade genética, alta freqüência de 

um haplótipo particular e os valores de distância genética relativamente altos entre as ilhas 

analisadas, pode sugerir que as populações de cada localidade amostrada sejam originárias de um 

evento fundador (Hendrick, 2005).  

Torres & Azeredo-Espin (in press) estudaram as mesmas populações da região do Caribe 

através de marcadores microssatélites e obtiveram resultados que corroboram o padrão de alta 

estruturação revelado pelos marcadores de DNAmt, porém identificaram índices moderados de 

diversidade genética.  

O contraste entre os dados de diversidade genética obtidos com marcadores do DNAmt e 

marcadores microssatélites para populações de C. hominivorax da região do Caribe, revela a 

necessidade de explicações alternativas e/ou complementares em relação a um simples modelo de 

evento fundador para a compreensão desse cenário. A diferença observada entre os marcadores, 

que possuem diferentes modos de herança e níveis de polimorfismo, pode sugerir, por exemplo: 

1- uma rápida expansão do tamanho efetivo da população após evento fundador, permitindo a 

recuperação da diversidade nuclear e não da diversidade mitocondrial; 2- ou as populações das 

ilhas são originárias de colonizações antigas, o que também teria permitido uma recuperação 

mais rápida da diversidade nuclear e não mitocondrial; 3- as populações das ilhas podem ser 

originárias de múltiplas introduções de um mesmo haplótipo mitocondrial. 
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A grande estruturação populacional observada no Caribe, tanto com marcadores de 

DNAmt quanto nucleares (Lyra et al., in press; Torres & Azeredo-Espin, in press), sugere que as 

ilhas constituem unidades evolutivas independentes conectadas por reduzido fluxo gênico. Os 

dados obtidos com seqüenciamento do gene COII de algumas amostras corroboram esse 

resultado (Parte II, item 7). 

Situações análogas de estruturação populacional entre ilhas e continente já foram 

identificadas anteriormente para outras espécies de insetos (Estoup et al., 1996; De La Ruá et al., 

2001; Shao et al., 2004; Baliraine et al., 2004), e o isolamento geográfico é interpretado como a 

principal causa dessa diferenciação. Em C. hominivorax, o isolamento geográfico pode ser 

também a principal causa da grande diferenciação populacional. No caso da localidade de 

Trinidad & Tobago, onde as populações são mais diversas, a distância entre continente e ilha 

pode ser insuficiente para prevenir o fluxo gênico. 

Os dados obtidos com seqüenciamento do gene COII para as amostras das ilhas do Caribe 

e continente Sul americano (ver Parte II, item 7), juntamente com dados de análise por PCR-

RFLP do DNAmt, revelaram grande diferenciação genética das populações de Cuba com relação 

às outras populações analisadas do Caribe e América do Sul.  

Os resultados obtidos com marcadores de DNAmt sugerem diferentes histórias de 

colonização para as diferentes ilhas do Caribe, o que torna mais complexo o padrão de 

distribuição genética observado para a espécie na região. Dada as semelhanças entre amostras de 

Cuba e amostras referenciais de populações da América do Norte e Central continental, é possível 

que as populações de Cuba sejam originárias de populações dessas regiões (ver capítulo 1, item 

4.4), enquanto que as amostras das outras ilhas analisadas do Caribe parecem ter origem de 

populações da América do Sul. Roehrdanz & Johnson (1988) analisaram amostras da Jamaica e 

sugeriram uma possível origem da população na América do Sul, o que corrobora a hipótese 

acima apresentada. Uma análise mais extensiva e periódica na região do Caribe pode ajudar na 

obtenção de dados mais robustos que confirmem essa hipótese.  

Na América do Sul, em contraste com os resultados obtidos para as populações do Caribe, 

os dados obtidos com a análise do DNAmt revelam alta diversidade genética e diferenciação 

populacional pequena.  

Os maiores índices de diversidade genética identificados para as populações da América 

do Sul, em contraste com os baixos índices encontrados no Caribe reforçam a interpretação que a 
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América do Sul representa o possível centro de origem da espécie, como sugerido anteriormente 

por Infante-Malachias (1999) e Infante-Malachias et al. (1999). 

No Uruguai, os resultados obtidos com análise da variabilidade mitocondrial (Lyra et al., 

2005) e com marcadores microssatélites (Torres et al., 2007), revelaram alta diversidade genética 

nas populações e sugeriram que as populações de C. hominivorax são muito similares no extremo 

sul da distribuição da espécie, sendo que os dados mitocondriais não identificaram variação entre 

as populações e os marcadores microssatélites revelaram pequena, porém significativa, variação. 

A pequena diferença de resultados obtidos entre os marcadores foi interpretada de duas maneiras: 

1- os resultados refletem a contribuição diferencial dos sexos em mediar fluxo gênico; ou 2- 

diferenças no modo de herança e taxas de mutação dos marcadores (Torres et al., 2007).  

A análise conjunta de todas as populações da América do Sul através de marcadores do 

DNAmt, incluindo as populações do Uruguai, Paraguai, Brasil, Venezuela, Equador e Colômbia, 

revelou pequena, mas significativa, diferenciação populacional para C. hominivorax. A 

distribuição da variação é caracterizada pela presença de muitas populações panmitica e poucas 

populações localmente diferenciadas (Lyra et al., 2005; Lyra et al., in press).  

Torres (2006) realizou um estudo da variabilidade das populações de C. hominivorax na 

América do Sul, incluindo 21 populações (7 populações do Uruguai, 13 do Brasil e uma da 

Venezuela). Os resultados obtidos revelaram baixa diferenciação populacional, o que é 

concordante com o resultado geral obtido para a América do Sul com marcadores do DNAmt 

(Lyra et al., in press). Por outro lado, a comparação entre os pares de populações baseado nos 

marcadores microssatélites não revelou populações localmente diferenciadas, diferente do que 

aconteceu para os dados mitocondriais (que identificam poucos pares de populações mais 

diferenciados entre si). 

Diferenciação populacional de insetos no continente é muitas vezes associada a 

isolamento por distância (ex: Krafsur, 2002; Baliraine et al., 2004), mas diferentes interpretações 

para padrões distintos de estruturação genética também têm sido sugeridas. Por exemplo, 

Grapputo et al. (2005), estudando a distribuição da diversidade genética de Leptinotarsa 

decemlineata (besouro da batata do Colorado) na América do Norte, sugeriu que a estrutura 

populacional observada foi principalmente devido a eventos fundadores durante a expansão 

territorial da espécie, formas de manejo da agricultura e aplicação de inseticidas. Scataglini et al. 

(2006), trabalhando com populações da América do Sul de Anthonomus grandis (bicudo do 
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algodoeiro), propuseram que as populações eram resultados de invasões recentes e também 

antigas, isoladas por eventos de fragmentação de habitat.  

Em populações de C. hominivorax da América do Sul a diferenciação genética não pode 

ser explicada pela distância geográfica, o que sugere que hipóteses alternativas para interpretação 

do padrão observado também precisam ser consideradas. 

Nas regiões em que se observa populações panmíticas para DNAmt e pouca variação 

entre as populações com marcadores microssatélites, as diferenças entre os marcadores, quanto a 

modo de herança e quantidade de polimorfismo apresentado, e migração diferencial entre os 

sexos parece explicar bem o padrão observado, como sugerido para as populações do Uruguai 

(Torres et al., 2007). 

Por outro lado, a observação de populações localmente diferenciadas quando ao DNAmt e 

pouco diferenciadas para marcadores microssatélites leva à interpretações diferentes quanto a 

dinâmica das populações analisadas. Nesse caso, as diferenças entre os resultados obtidos com os 

diferentes marcadores poderiam ser explicadas, por exemplo, por flutuações no tamanho efetivo 

da população (populações demograficamente instáveis). Eventos de drástica redução no tamanho 

da população seguido de uma rápida expansão podem levar à recuperação da variabilidade 

nuclear (que pode mascarar um efeito gargalo) e à não recuperação da variabilidade mitocondrial 

(Nei et al., 1975; Jonhson et al., 2003), já que o tamanho efetivo mitocondrial é menor e o efeito 

gargalo deve ser mais drástico para esse marcador. 

Variações no tamanho populacional podem ser causadas por variações sazonais. Phillips 

et al, 2004, identificaram grande variação no tamanho das populações de C. hominivorax no 

Panamá, correlacionado com as estações secas e chuvosas. Torres (2006) realizou uma análise de 

variação temporal da diversidade de C. hominivorax no Uruguai e identificou variação 

significativa entre os anos.; os resultados obtidos sugeriram que deve haver eventos de extinção, 

expansão populacional rápida e recolonização local atuando na formação do padrão da 

diversidade genética na espécie. 

Além das variações sazonais de temperatura e umidade, o uso intermitente de inseticidas 

em algumas localidades pode influenciar as populações locais de mosca da bicheira. Carvalho e 

colaboradores (Carvalho et al., 2006, Carvalho et al., in press) identificaram mutações no gene da 

Esterase em C. hominivorax que podem estar relacionadas com a resistência a inseticidas.  

Como C. hominivorax é principalmente associada a animais domésticos, o deslocamento 

de regiões de pecuária também pode ser um fator importante que influencia a dinâmica de 
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populações da espécie na América do Sul. Ainda, é importante observar que a diminuição na 

diversidade genética mitocondrial em algumas localidades pode resultar de adaptação dos 

indivíduos a diferentes pressões seletivas do ambiente.  

Os resultados aqui apresentados sugerem que diferentes fatores estão atuando na formação 

e manutenção do padrão de distribuição da diversidade genética observada, porém com base nos 

dados não é possível escolher entre um ou mais fatores para a criação de hipóteses mais 

concretas. Nesse sentido a associação entre marcadores moleculares e morfológicos aparece 

como alternativa para melhor entender a dinâmica populacional responsável pela estrutura 

genética da espécie. Estudos micro-geográficos e temporais utilizando, por exemplo, 

seqüenciamento de regiões específicas do DNAmt (Ex: COII ou Domínio B da região A+T, Parte 

II, itens 6 e 7), além de marcadores nucleares, podem ser uma estratégia para se obter mais 

informações sobre eventos históricos e demográficos que influenciam a dinâmica de populações 

de C. hominivorax. 

 

Diante do padrão de distribuição da variabilidade genética de C. hominivorax no Caribe e 

América do Sul observado nesse trabalho, algumas considerações em relação à implementação de 

programas de controle baseadas em SIT podem ser feitas.  

Os dados sugerem que as ilhas do Caribe podem ser um local ideal para implementar 

programas de controle baseado em SIT, uma vez que as populações se apresentam como unidades 

relativamente isoladas uma das outras. Porém, antes de se iniciar um programa de erradicação 

com liberação de insetos estéreis, é importante avaliar a extensão da diversidade e divergência 

genética entre as linhagens selvagens e de laboratório que pode influenciar no sucesso do 

programa. 

Na América do Sul, as populações de C. hominivorax apresentaram pequena diferenciação 

sugerindo que o fluxo gênico deve ser suficiente para manter a homogeneidade genética. Dessa 

forma um programa de controle em pequena escala geográfica não deve ser efetivo e, portanto, 

antes do desenvolvimento e implementação de uma estratégia de erradicação baseado na 

liberação de insetos são necessários grandes esforços envolvendo por exemplo, o envolvimento 

dos governos e produtores dos diferentes países, treinamento de pessoal e estudos genéticos em 

menor escala (ver Dyck, Hendrichs & Robinson 2005).  
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10.2 Mosca da bicheira como modelo para estudo de pragas 

O atual cenário para distribuição da variabilidade genética em C. hominivorax revela que 

existe um padrão complexo para distribuição da diversidade genética da espécie ao longo de sua 

atual distribuição geográfica, e que diferentes fatores atuam para a formação e manutenção desse 

padrão. Torres (2006) sugeriu em seu trabalho que a dinâmica das populações de C. hominivorax 

se encaixa em um modelo de metapopulações, pelo menos em uma escala micro-geográfica. Esse 

modelo postula que existe um conjunto de sub-populações e estas são locais e efêmeras, estão 

sujeitas a extinção, re-colonização, podem sofrer crescimento ou redução, podem sofrer ação da 

seleção natural e estão ligadas por fluxo gênico (Wakeley, 2004). Alguns autores têm utilizado 

esse modelo para explicar a dinâmica de populações em espécies de importância médica ou 

econômica (Massonet et al., 2002; Israely et al., 2005). 

Os resultados obtidos com marcadores mitocondriais, quando contrastados com os dados 

de microssatélites para as mesmas populações, sugerem uma dinâmica envolvendo expansão e 

redução populacional, eventos de colonização e populações ligadas por fluxo gênico. Desta 

forma, o modelo de metapopulações, como proposto por Torres (2006) pode ser adequado para 

interpretar o padrão de distribuição da diversidade nesta espécie, pelo menos para algumas 

localidades. 

Por outro lado, os resultados obtidos por análise de DNAmt, sugerem que a interferência 

humana pode ser um fator importante para a dinâmica populacional de C. hominivorax, podendo 

interconectar populações distantes não consideradas no modelo de metapopulações. A dispersão 

no ambiente não é um atributo só da espécie e, no caso de C. hominivorax, o movimento de 

rebanhos, o uso de inseticidas, e a alteração no ambiente, por exemplo, podem influenciar na 

dinâmica dessas populações.  

Ainda podemos considerar eventos de expansão populacional ou de distribuição 

relacionados à introdução de grandes criações de gado nas Américas no século XVI, para 

interpretar a atual distribuição da diversidade genética. 

Nesse sentido, o desenvolvimento de modelos específicos para essa praga, que 

considerem a distribuição atual e histórica, as diferenças sazonais, a dinâmica micro-geográfica, e 

principalmente a influência humana, podem auxiliar muito na compreensão mais geral da 

distribuição genética da espécie e, quem sabe, possam também ser utilizados como modelos para 

outras espécies pragas. O uso de sistemas de informação geográficos (SIG) para combinar essas e 
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outras informações relevantes, advindas de estudos de genética de populações, ecologia da 

paisagem ou estatística espacial, pode auxiliar na criação de um modelo mais complexo que 

melhor explique os padrões de distribuição da variação genética no espaço (Manel et al., 2003; 

Holderegger & Wagner, 2006; Storfer, 2007). 

As abordagens moleculares e morfológicas foram realizadas de forma independente neste 

trabalho, já que o primeiro tinha a intenção de fazer um amplo estudo da distribuição da 

diversidade e segundo teve como objetivo caracterizar a variação morfológica da asa, para ser 

usada como marcador morfológico para diferenciar as populações da espécie. Esse é o primeiro 

trabalho a caracterizar especificamente a variação morfológica da asa da espécie e avaliar a 

utilidade desse marcador para futuros estudos populacionais. 

Os dados obtidos para variação morfológica da asa sugerem que esta estrutura pode ser 

utilizada tanto em estudos de variação intra-específicos quanto interespecíficos. Foi possível 

identificar variação morfológica entre as localidades amostradas, o que pode sugerir a existência 

de pressões seletivas locais levando a diferenciação das populações. Nesse sentido, a investigação 

da correlação entre variação morfológica e marcadores moleculares que evoluem de forma mais 

rápida (ex: microssatélites) (Avise 2004) pode fornecer informações muito valiosas no sentido de 

identificar populações estruturadas, o que pode interferir no sucesso de programas de erradicação 

da espécie C. hominivorax. 

 

O trabalho aqui apresentado obteve informações importantes para a criação de um novo 

cenário da distribuição da diversidade genética de C. hominivorax na América do Sul e Caribe, 

bem como abre uma nova perspectiva para o estudo da variação morfológica em populações da 

mosca da bicheira. Em conjunto com os recentes trabalhos publicados para a espécie, este 

trabalho auxilia na construção de um amplo quadro sobre a complexidade da história evolutiva 

desta praga na sua atual distribuição geográfica e sugere que mais estudos, em escala micro-

geográfica e temporal, podem ajudar a fazer dessa mosca um modelo para estudo de espécies 

pragas. 
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11. CONCLUSÕES 

 

• A espécie Cochliomyia hominivorax apresenta estrutura populacional e alta diversidade 

mitocondrial ao longo da atual distribuição geográfica. 

• A técnica de PCR-RFLP do genoma mitocondrial é informativa para o estudo da diversidade e 

estrutura de populações de Cochliomyia hominivorax. 

• O padrão de distribuição da diversidade mitocondrial é complexo. 

• As ilhas do Caribe apresentam diferentes histórias evolutivas para populações de Cochliomyia 

hominivorax, envolvendo forte estruturação, diferentes eventos fundadores e provavelmente 

diferentes origens das populações.  

• O seqüenciamento de um fragmento do gene COII indica que o haplótipo mitocondrial de 

Cuba é distinto da América do Sul, e que as populações dessa ilha são originárias da América do 

Norte ou América Central continental. 

• A pequena estruturação observada na América do Sul não pode ser explicada por isolamento 

por distância. A dinâmica populacional da espécie no continente devem envolver redução ou 

aumento populacional decorrente das técnicas de manejo ou variações ambientais.  

• A região do Caribe e a América do Sul devem ser consideradas de formas distintas quanto ás 

estratégias de manejo e controle da praga. 

• A região A+T do DNA mitocondrial apresenta variação de tamanho decorrente da presença de 

duplicações dos blocos de seqüência conservada no domínio A. O polimorfismo encontrado no 

domínio B sugere que a análise desta região pode auxiliar estudos populacionais em escala micro-

geográfica. 

• A asa é uma estrutura anatômica potencial para o estudo da variação morfológica entre 

populações de C. hominivorax. 

• A espécie apresenta grande dimorfísmo sexual em relação à asa e variação entre as 

populações. 

• A variação de forma da asa pode ser utilizada para identificação rápida das espécies 

Cochliomyia hominivorax e Cochliomyia macellaria. Isso pode auxiliar o monitoramento de re-

introdução de C. hominivorax em áreas livres dessa mosca. 
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• A diferença grande entre dimorfísmo sexual das duas espécies sugere que Cochliomyia 

hominivorax esteja sofrendo forte seleção, talvez por comportamento agressivo do macho e/ou 

comportamento monogâmico da fêmea. 
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Variation in the New World Screwworm Cochliomyia hominivorax Populations from Uruguay. 

In Vreysen, M.J.B., A.S. Robinson, and J. Hendrichs (Eds.), Area-Wide Control of Insect Pests: 
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“Variação Genética em populações da mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax, no 

Uruguai” 

 

Resumo 

A mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax, é uma importante praga na região Neotropical 

pois as larvas dessa espécie causam miíases severas em animais de sangue quente. Essa espécie 

representa um sério problema para a pecuária em toda a sua atual distribuição geográfica, que 

inclui parte do Caribe e toda a América do Sul (exceto Chile). O conhecimento sobre a extensão e 

a distribuição da diversidade genética de C. hominivorax é importante para a caracterização das 

populações e pode contribuir para futuras decisões em relação a estratégias de controle. Esse 

artigo descreve a análise da variabilidade genética e estrutura de populações da mosca da bicheira 

no Uruguai, através do uso de dois diferentes marcadores, DNA mitocondrial e microssatélites.  
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APÊNDICE B 

 

“Cochliomyia  hominivorax da América do Sul X C. hominivorax da Líbia: É possível inferir 

a possível origem da infestação com base nos haplótipos de DNAmt?” 

 

1. Introdução 

Em março de 1988 Cochliomyia hominivorax foi identificada pela primeira vez fora das 

Américas, na cidade de Trípoli, Líbia (El-Azazy, 1989; Gabaj & Beesley, 1989). Evidências de 

infestações por esta praga em ovelhas, gado, camelos, cachorros e até humanos, alertaram 

autoridades locais para a necessidade de conter a expansão desta mosca.  

Estudos baseados no alto custo de manejo e controle da praga nas Américas revelaram que 

a presença desta espécie na Líbia poderia ter conseqüências sociais e econômicas devastadoras 

para o país e para outras localidades da África e do mediterrâneo (Palca, 1990; FAO, 1992). 

Além  do impacto social-econômico decorrente da introdução dessa praga, também foi apontado 

um possível impacto ecológico, tanto para animais selvagens como para espécies que competem 

pelo mesmo nicho.  

Os resultados desses estudos levaram o governo da Líbia, juntamente com a FAO e outros 

órgãos da Organização das Nações Unidas, a investir fortemente em um programa de erradicação 

desta espécie da África baseado na técnica do SIT (esterilização em massa de insetos). Esta 

técnica foi utilizada com sucesso na erradicação de C. hominivorax do sul dos Estados Unidos, 

México e de alguns países da América Central (Wyss, 2000; Vargas-Terán et al., 2005), e em 

1992 o governo da Líbia pode declarar oficialmente que o país estava livre da mosca da bicheira, 

sendo este um dos programas mais bem sucedidos com relação ao controle desta praga. 

Apesar do sucesso em erradicar esta espécie do Norte da África, parte da história da 

introdução de C. hominivorax no velho mundo permanece desconhecida. A origem da infestação 

ainda é tema de discussão até os dias atuais. 

O primeiro autor a sugerir uma possível origem da infestação de C. hominivorax na Líbia 

foi W.N. Beesley (1991). Esse autor sugeriu que as moscas poderiam ser originárias do Uruguai, 

onde a mosca sempre foi um problema da pecuária, devido à existência de relações comerciais 
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envolvendo a compra e venda de grandes cargas de ovelhas vivas entre os dois países. Porém até 

hoje não se havia realizado uma comparação entre amostras das duas localidades. 

Taylor et al (1991) foram os primeiros a analisar amostras da Líbia com marcadores RFLP 

total do DNA mitocondrial e compararam com dados previamente obtido para América do Norte 

e Central (Roehrdanz 1989). Os autores identificaram que um único haplótipo composto na Líbia, 

que não havia sido descrito para nenhuma localidade analisada, e portanto sugeriram que a 

origem da infestação provavelmente era de algum lugar fora da América do Norte e Central. Mais 

tarde, Taylor et al. (1996) realizaram um estudo de PCR-RFLP do DNAmt de diferentes 

localidades da América Central e do Sul. Neste estudo também não encontraram um haplótipo 

idêntico ao da Líbia, porém identificaram amostras parecidas no Brasil e Caribe e concluíram que 

a origem mais provável da amostra da Líbia era da América do Sul. 

Narang & Degrugillier (1995) analisaram amostras da Líbia, Costa Rica, Belize e Brasil 

(Rio de Janeiro) por RFLP Total e PCR-RFLP do DNAmt e sugeriram uma possível origem de 

infestação na América do Sul, baseado na semelhança das amostras obtidas. 

O objetivo desse trabalho foi analisar amostras do Uruguai através da técnica de RFLP e 

fazer uma análise comparativa dos resultados obtidos anteriormente por outros autores, na 

intenção de fornecer novos dados para tentar esclarecer a origem da infestação de C. hominivorax 

na Líbia. 

 

2. Material e Métodos 

2.1 RFLP total do DNAmt do Uruguai 

Amostras: A amostras do Uruguai foram previamente utilizadas para a análise da variação 

populacional de C. hominivorax no país através da técnica de PCR-RFLP do DNAmt (Lyra et al., 

2005) e a escolha das amostras para analise por RFLP total foi realizada com base nos resultados 

obtidos. Com o objetivo de amostrar diferentes mitocôndrias, amostrou-se diferentes feridas e 

diferentes haplótipos dentro da mesma ferida. 

Foram analisados 57 indivíduos em 36 feridas, nas sete populações do Uruguai (Juaquín 

Suarez: N=8; Bañados de Medina N=6; Colonia: N=8; Cerro Colorado: N=11. Daymán: N=8; 

Paso Muñoz: N=8 e San Antonio: N=8). 

Digestão por endonucleases de restrição: O DNA total de C. hominivorax  foi digerido com 

4 enzimas de restrição diagnóticas: HaeIII (GG/CC), HindIII (A/AGCTT),  MspI (C/CGG), PvuII 
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(CAG/CTG). As digestões foram realizadas com uma enzima de cada vez seguindo condições 

recomendadas pelos fabricantes (Gibco-BRL e Pharmacia) utilizando-se 6-8 µl de DNA 

(aproximadamente 2.5U/µg). As reações foram interrompidas pela adição de 4µl de uma solução 

contendo Ficol, SDS, azul de bromofenol e xylenocianol. 

As amostras digeridas foram aplicadas em um gel de agarose 1% em tampão TAE 1X, e 

submetida à corrida de eletroforese com voltagem de aproximadamente 20V por 16-18 horas. No 

gel foram aplicados os padrões de tamanhos moleculares DNA ФX174/HaeIII e λ/HindIII 

(Gibco-BRL) para posterior estimativa dos tamanhos dos fragmentos.O DNA foi transferido para 

uma membrana de Nylon Hybond-N (Armershan) seguindo a técnica de “Southern Blot” 

(Southern,1975). Digestões que produziram novos padrões foram repetidas para confirmação do 

resultado. 

Hibridação: Para a visualização dos fragmentos de DNA as membranas foram hibridadas 

com o DNA mitocondrial de uma sonda heteróloga de Cochliomyia macellaria ou de 

Haematobia irritans, previamente marcada com αP32 (sonda radioativa ou “quente”) ou com 

digoxigenina (sonda “fria”) (Infante-Vargas & Azeredo-Espin,1995), segundo a disponibilidade 

de materiais para realização do experimento. O tamanho dos fragmentos foi estimado por análise 

de regressão conduzida manualmente, comparando os tamanhos dos fragmentos com os 

marcadores de peso molecular ФX174/HaeIII e λ/HindIII. 

 

2.2 Análise dos dados 

A análise dos dados foi feita de forma comparativa com os resultados obtidos anteriormente 

por diferentes autores.  

Os dados de RFLP total do DNAmt de C. hominivorax foram comparados com os 

resultados obtidos por: Roehrdanz & Jonhson (1988) - linhagens de laboratório provenientes do 

México, Texas  e Jamaica; Roehrdanz (1989) - linhagens de laboratório provenientes do Texas, 

México, Guatemala, Costa Rica e Jamaica; Taylor et al. (1991) - amostra de Belize (Linhagem 

OW87) e Líbia; Narang & Degruglier (1995) - Amostra Belize, Costa Rica, Brasil (Rio de 

Janeiro) e Líbia; Infante-Vargas & Azeredo-Espin (1995) - Amostras do Brasil de Adamantina-

SP, Amparo-SP, Botucatu-SP e Caraguatatuba-SP; Lyra & Azeredo-Espin (2002) - Goiânia-GO e 

Manaus-AM. Foram comparados apenas os padrões das enzimas comuns a todos os trabalhos. 
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A comparação com os dados de PCR-RFLP do DNAmt foi realizada entre os trabalhos de 

Taylor et al. (1996) - amostras da Costa Rica, Caribe, Brasil (Rio Grande do Sul) e Líbia. ; 

Narang & Degruglier (1995) - Amostra Belize, Costa Rica, Brasil (Rio de Janeiro) e Líbia; Lyra 

et al. (2005) - Uruguai e Lyra et al. (in press) - América do Sul e Caribe. Para essa comparação 

apenas o fragmento contendo a região COI/COII foi utilizado pois é a única comum entre os 

trabalhos.  

Narang & Degruglier (1995) identificaram pela técnica de PCR-RFLP que a enzima Hpa I 

não digeria o fragmento amplificado de COI/COII na Líbia e no Brasil, porém digeria o 

fragmento de amostras da Costa Rica e Belize. Para poder fazer uma comparação direta com esse 

resultado, selecionamos um total 68 indivíduos de diferentes localidades do Uruguai, Brasil, 

Venezuela e República Dominicana para proceder a uma digestão com a enzima Hpa I. Além 

dessas amostras foi incluída a amostra OW87 (Belize), proveniente da Biofábrica de Fargo 

(EUA), e utilizada no trabalho de Narang & Degruglier (1995) para ser utilizada como referência. 

 

3. Resultados  

Os padrões de restrição obtidos pela técnica de RFLP total do DNAmt foram compilados na 

tabela 1. Nessa tabela todos os padrões para as enzimas comuns obtidos nos trabalhos anteriores 

(ver descrito em material e métodos) e também os padrões obtidos para as amostras do Uruguai 

(em negrito na tabela 1). Os padrões I da enzima HaeIII, H de Hind III, K de Msp I e E de Pvu II 

foram identificados na restrição da amostra UST1 (San Antonio, Uruguai), caracterizada por ter a 

região A+T do DNAmt maior (ver Parte II, 6); o tamanho do DNAmt dessa amostra foi estimado 

em 17kb (~1000 pb maior do que DNAmt de C. hominivorax já descrito -Lessinger et al., 2000). 

Com base nos fragmentos de restrição, foram construídos haplótipos compostos para os 

indivíduos. Para facilitar a analise comparativa, uma nova denominação de cada haplótipo foi 

estabelecida, porém foram respeitados os padrões de restrição obtidos (para detalhes da 

nomenclatura original vide cada trabalho específico). Os haplótipos compostos encontrados em 

cada localidade estão descritos na tabela 2. 
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Tabela 1- Padrões de restrição obtidos pela digestão do DNA mitocondrial de C. hominivorax. Os padrões 
da América do Norte e Central foram descritos por Roehrdanz e Johnson (1988), Roehrdanz, (1989). Os 
padrões da Líbia foram descritos por Taylor et. al. (1991) e Narang & Degrugillier (1995); Os padrões da 
América do Sul  foram descritos nos trabalhos de Infante-Vargas & Azeredo-Espin (1995), Narang & 
Degrugillier (1995), Lyra & Azeredo-Espin (2002). Os padrões do Uruguai descritos desse trabalho estão 
juntos com os da América do Sul, sendo que os padrões exclusivos do Uruguai estão em negrito. ** 
descreve um padrão de restrição que só foi identificado em uma única amostra do Brasil por Narang & 
Degrugillier (1995).  

Enzimas  Padrões   América do Norte e Central América do Sul Líbia  

A 7.5, 4.8, 2.0, 1.1, 0.8 7.5, 4.8, 2.0, 1.1, 0.8 --- 

B 7.5, 7.0, 1.1, 0.8 7.5, 7.0, 1.1, 0.8 7.5, 7.0, 1.1, 0.8 

C 8.6, 4.8, 2.0, 0.8 --- --- 

D 7.5, 5.9, 2.0, 0.8 --- --- 

E --- 8.2, 7.5, 1.1, 0.8 --- 

F --- 7.5, 3.0, 2.0, 1.8, 1.1, 0.8 --- 

G --- 9.0, 7.0 --- 

H --- 7.5, 5.9, 2.0 --- 

HaeIII   

  

I --- 8.6, 7.0,  1.1 ,  0.8 --- 

A 6.8, 4.2, 3.3, 0.52, 0.5, 0.45 6.8, 4.2, 3.8, 0.6, 0.5 --- 

B 7.7, 6.8, 0.52, 0.5, 0.45 8.0, 6.8, 0.8 --- 

C 5.5, 4.2, 3.3, 1.3, 0.52, 0.5, 0.45 --- --- 

D 6.8, 4.0, 3.8, 0.52, 0.5, 0.45 6.8, 3.8, 3.6, 0.6 6.8, 4.0, 3.8, 0.52, 0.5, 0.45 

E 6.8, 4.0, 3.0, 0.8, 0.52, 0.5, 0.45 6.8, 4.2, 3.1, 0.7, 0.6 --- 

F 5.5, 4.2, 3.0, 1.3, 0.52, 0.5, 0.45, 0.3 --- --- 

G 5.5, 3.2, 2.8, 1.3, 0.52, 0.5, 0.45 --- --- 

HindIII  

  

H --- 7.9,  4.2,  3.8,  0.6,  0.5 --- 

A 5.0, 4.9, 4.2, 1.4 5.0, 4.8, 4.2, 1.3 5.0, 4.9, 4.2, 1.4 

B 6.1, 5.0, 4.2 6.1, 5.2, 3.8, 1.3 --- 

C 4.7, 4.7, 4.5, 1.0, 0.35 --- --- 

D 5.0, 4.8, 2.3, 1.8, 1.3 --- --- 

E 5.6, 5.0, 4.9 6.1, 5.2, 4.9 --- 

F --- 5.2, 5.0, 3.8, 1.3 --- 

G --- 5.2, 4.2, 3.8, 1.5 --- 

H --- 6.6,  5.2,  4.2  --- 

I --- 6.7,  4.2,  4.0 --- 

J --- 5.0,  4.2, 3.8,  1.3 --- 

MspI  

  

K --- 6.0,  5.0,  5.2,  1.3 --- 

A 7.8, 3.0, 2.9, 0.87, 0.57 7.8, 3.0, 2.9, 0.87, 0.57** 7.8, 3.0, 2.9, 0.87, 0.57 

B 7.8, 3.0, 2.9, 1.4 --- --- 

C --- 9.0, 3.0, 2.9, 0.8, 0.6 8.8, 3.0, 2.9, 0.87, 0.57 

D --- 9.0, 5.9, 0.8, 0.6 --- 

PvuII   

  

E --- 10.0,  3.0,  2.9,  0.8, 0.6 --- 
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Tabela 2: Haplótipos mitocondriais compostos identificados para indivíduos de C. hominivorax. URU: 
Uruguai, BRA: Brasil, EUA: Estados Unidos, MEX: Mexico, GUA: Guatemala, CoR: Costa Rica, BEL: 
Belize, LIB: Líbia. * Amostras caracterizadas nesse trabalho; I: Infante-Vargas & Azeredo-Espin (1995), 
L: Lyra & Azeredo-Espin (2002), N: Narang & Degrugillier (1995), R: Roehrdanz (1989), T: Taylor et. al. 
(1991). Em negrito, haplótipos exclusivos do Uruguai identificados nesse trabalho, Sublinhado e em 
itálico, haplótipo da Líbia. ** Esse haplótipo composto só foi identificado uma única vez em amostra do 
Brasil por Narang & Degrugillier (1995).  

  Enzimas      Localidades (Trabalho de refererência)       

     URU BRA EUA MEX GUA CoR JAM BEL LIB 

Hap HaeIII HindIII MspI PvuII (*) (I, L, N) (R) (R) (R) (R) (R) (T, N) (T, N)

H1 A A G C            

H2 B A A C            

H3 B A A D           

H4 B B A C           

H5 B A F C           

H6 A A E C            

H7 E A A C            

H8 B A E C            

H9 A D G C           

H10 B D A C           

H11 A A A C           

H12 A A F C           

H13 A D A C           

H14 G A A C           

H15 B A H C            

H16 A A J C           

H17 A A I C           

H18 H A I C           

H19 I H K E           

H20 B A A A            

H21 A A A A           

H22 B B B A           

H23 C A A A           

H24 B C B A           

H25 A C A A           

H26 A A D A           

H27 A D C B           

H28 D F A A           

H29 A E C B           

H30 A A E A           

H31 A A B A           

H32 A D A A           

H33 B D A A  **               
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Taylor et al. (1996) e Lyra et al. (in press) utilizarão a enzima Msp I para digestão do 

fragmento COI/COII do DNAmt. Taylor et al. (1996) identificam 2 padrões distintos nas 

amostras (que foram denominados A e C no trabalho de Lyra et al., in press), sendo que o padrão 

C foi identificado na amostras da Líbia e nas amostras da República Dominicana, Trinidad e 

Tobago e Brasil. O outro padrão (A) foi identificado em amostras provenientes da Costa Rica, 

Cuba, Trinidad & Tobago e Brasil. Lyra et al.( in press) identificaram os dois padrões em todos 

os países da América do Sul analisados, bem como na República Dominicana, Trinidad & 

Tobago e Jamaica (só não foi identificado em Cuba).  

Das amostras escolhidas para análise por PCR-RFLP nesse trabalho, com o intuito de 

comparar com os resultados obtidos por Narang & Degruglier (1995), apenas a amostra OW87 

apresentou digestão do fragmento amplificado. Esse resultado também não auxilia da 

identificação da origem das amostras provenientes da Líbia. 

 

4. Discussão 

A análise dos padrões de restrição obtidos com as deferentes enzimas e dos haplótipos 

compostos obtidos para os indivíduos de C. hominivorax revela que continua difícil prever a 

origem exata da infestação da Líbia. 

O haplótipo composto identificado para as amostras da Líbia (BDAA) parece ser quase 

que exclusivo (Tabela 2), em comparação com todas as amostras já analisadas dos países da 

América do Sul, Norte ou Central. Apesar de Narang & Degruglier (1995) terem identificado o 

mesmo haplótipo em uma única amostra Brasileira, proveniente do Rio de Janeiro, esse haplótipo 

não foi identificado para nenhum outro trabalho com amostras Sul Americanas que incluíram um 

número muito mais expressivo de indivíduos analisados (Esse trabalho, N=57-Uruguai; Infante-

Vargas & Azeredo-Espin (1995), N=405 - Brasil, Lyra & Azeredo-Espin (2002), N=61-Brasil). 

Quando analisados separadamente cada padrão de restrição obtido para as diferentes 

enzimas, não foi possível obter nenhum cenário mais claro que pudesse auxiliar na interpretação 

da origem de introdução. Os padrões de restrição obtidos com as enzimas Msp I e Hae III para as 

amostras da Líbia (A e B, respectivamente), estão presentes em amostras da América do Sul, do 

Norte e Central; o padrão D da enzima Hind III, que aparece nas amostras da Líbia, é mais raro 

porém está presente no México, na Costa Rica e na localidade de Caraguatatuba no Brasil 

(Infante-Vargas & Azeredo-Espin,1995). O padrão A da enzima PvuII, por sua vez, é o mais 
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freqüente nas amostras nas América do Norte e Central (Tabela 2) porém só foi identificado por 

Narang & Degrugillier (1995) no Brasil.  

Comparando-se os resultados obtidos por PCR-RFLP não foi possível identificar nenhum 

padrão que auxilie na identificação da origem da introdução na Líbia.  

As amostras do Uruguai analisadas aqui foram comparadas com os trabalhos que 

caracterizaram amostras na Líbia (Taylor et al 1991; Narang & Degrugillier, 1995) e com 

trabalhos realizados com amostras Brasileiras (Infante-Vargas & Azeredo-Espin, 1995, Lyra & 

Azeredo-Espin, 2002). O haplótipo da Líbia não foi identificado em nenhuma amostra Uruguaia 

(Tabela 2), nem mesmo os padrões de restrição D e A para as enzimas Hind III e PvuII, 

respectivamente. Os resultados aqui obtidos sugerem que a infestação na Líbia pode não ter 

origem no Uruguai, ao contrario do que foi sugerido no trabalho de Beesley (1991), porém não é 

possível sugerir outra localidade como possível origem dessas amostras.  

Os resultados aqui apresentados somam informação aos trabalhos anteriores por incluir 

pela primeira vez dados do Uruguai e fazer uma análise compilando todos os dados genéticos 

obtidos na tentativa de se inferir a origem da infestação de C. hominivorax na Líbia. Porém, da 

mesma forma que os trabalhos anteriores, não chega a resultados conclusivos.  

Com base nos dados aqui apresentados, sugerimos que apenas a análise de fragmentos de 

restrição não é suficiente para se estudar a possível origem da introdução da praga na África.. 

Nesse sentido, a análise de seqüências específicas do DNAmt pode ser uma abordagem mais 

sensível e detalhada para estudos da possível origem da infestação.  
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