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APRESENTAÇÃO

O e-book “Consolidação do Potencial Científico e Tecnológico das Ciências Biológicas” 
é uma obra composta por estudos de diferentes áreas das ciências biológicas. A obra 
foi organizada em 24 capítulos e aborda preciosos trabalhos de pesquisa e de atuação 
profissional revelando avanços e atualidades neste campo do conhecimento científico. 

As ciências biológicas englobam áreas do conhecimento relacionadas às ciências da 
vida e incluem a biologia, a saúde humana e a saúde animal. As instituições brasileiras de 
ensino e de pesquisa destacam-se cada vez mais por seu potencial científico e tecnológico 
com sua participação ativa nos avanços da ciência. Nesta obra, apresento textos 
completos sobre estudos desenvolvidos, especialmente, durante a formação acadêmica 
de diferentes regiões brasileiras. Os autores são filiados aos cursos de graduação, de 
pós-graduação ou a instituições com contribuições relevantes para o avanço das ciências 
biológicas e de suas áreas afins. 

Espero que as experiências compartilhadas nesta obra contribuam para o 
enriquecimento da formação universitária e da atuação profissional com olhares 
multidisciplinares para as ciências biológicas e suas áreas afins. Agradeço aos autores 
que tornaram essa edição possível e desejo uma ótima leitura a todos.

Edson da Silva
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RESUMO: A Entomologia Forense emprega 
o uso de insetos encontrados em cadáveres 
em investigações criminais. Entretanto, a 
identificação exata dos espécimes é essencial, 
mas muito difícil de ser efetuada em estágios 
imaturos. A utilização do DNA barcoding para 
identificação desses indivíduos torna-se de 
grande aplicabilidade, a fim de identificar 
dípteros de interesse forense como os da 
família Calliphoridae. Com a execução do 
presente trabalho objetivou-se identificar 
estágios imaturos de dípteros de importância 
forense da família Calliphoridae, utilizando a 
ferramenta Barcoding DNA. Para isso, foram 
utilizadas larvas (estágios 1o, 2o, 3o), obtidas em 
carcaças de Sus scrofa em decomposição e 
identificadas morfologicamente para separação 
de espécimes da família Calliphoridae. As 
larvas foram submetidas à extração de DNA 
com protocolo pré-estabelecido. O produto da 
extração de DNA foi analisado por eletroforese; 
(quanto a qualidade e quantidade). As amostras 
de DNA consideradas de boa qualidade foram 
submetidas à PCR para a amplificação da região 
do gene citocromo oxidase I (COI) e avaliadas 
por eletroforese. As amostras amplificadas foram 
preparadas e enviadas para sequenciamento e 
os sequenciados obtidos foram confrontados 
com o banco de dados BLAST N (https://blast.
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ncbi.nlm.nih.gov/) para determinação das espécies de larvas. Na identificação morfológica 
foram identificadas duas espécies predominantes, com as mesmas foi possível obter sucesso 
na padronização da amplificação do COI. A comparação do produto de sequenciamento 
resultou na identificação das espécies Chrysomya albiceps e Hemilucilia segmentaria, 
ambas com identidade de 100% com as sequências depositadas no banco de dados com os 
seguintes acessos KX161558.1 e JQ246667.1, respectivamente. As espécies identificadas 
são estão de acordo com o esperado, pois são as espécies mais encontradas em processo de 
decomposição de cadáveres. Sendo assim, o DNA Barcoding pode ser aplicado na identificação 
de estágios imaturos e fragmentos de insetos coletados junto às investigações criminais. 
PALAVRAS-CHAVE: Calliphoridae, citocromo oxidase I, Entomologia Forense.

USE OF BARCODING DNA TO IDENTIFY DIPTERS OF FORENSIC IMPORTANCE 

IMMATURE STAGES OF

ABSTRACT: Forensic Entomology employs the use of insects found on corpses in criminal 
investigations. However, accurate identification of specimens is essential, but very difficult 
to perform in immature stages. The use of DNA barcoding to identify these individuals is 
highly applicable in order to identify diptera of forensic interest such as those of the family 
Calliphoridae. With the execution of this work, the objective was to identify immature stages 
of diptera of forensic importance of the Calliphoridae family, using the Barcoding DNA tool. 
For this, larvae (stages 1, 2, 3) were used, obtained in decaying Sus scrofa carcasses 
and morphologically identified for the separation of specimens of the Calliphoridae family. 
The larvae were submitted to DNA extraction with a pre-established protocol. The product 
of DNA extraction was analyzed by electrophoresis; (regarding quality and quantity). DNA 
samples considered to be of good quality were submitted to PCR to amplify the region 
of the cytochrome oxidase I (COI) gene and evaluated by electrophoresis. The amplified 
samples were prepared and sent for sequencing and those obtained were compared with 
the BLAST N database (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) to determine the larvae species. 
In the morphological identification, two predominant species were identified, with which it 
was possible to obtain success in the standardization of the amplification of the COI. The 
comparison of the sequencing product resulted in the identification of the species Chrysomya 
albiceps and Hemilucilia segmentaria, both with 100% identity with the sequences deposited 
in the database with the following accessions KX161558.1 and JQ246667.1, respectively. 
The identified species are in accordance with the expected, as they are the most found 
species in the process of decomposition of corpses. Thus, DNA Barcoding can be applied 
to identify immature stages and fragments of insects collected from criminal investigations. 
KEYWORDS: Calliphoridae, cytochrome oxidase I, Forensic Entomology.
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1 |  INTRODUÇÃO

Os insetos são representantes de um dos maiores e mais diversificados grupos de 
animais. Como consequência dessa grande biodiversidade, os humanos possuem um 
relacionamento constante com diversos grupos de insetos, com alguns deles apresentando 
importância aplicada. Na Entomologia Forense, por exemplo, os dados biológicos e 
ecológicos dos insetos são utilizados para solucionar questões judiciais no âmbito cível e 
criminal (PEREIRA, 2016).

Essa área apresenta muita importância na Medicina Legal, auxiliando na investigação 
do uso de entorpecentes, maus tratos e abandono a incapazes, e principalmente em 
casos de mortes violentas onde auxiliam na identificação do intervalo pós-morte (IPM), 
tendo em vista que os insetos, atraídos pelos odores da decomposição, são os primeiros 
a colonizarem o cadáver. Os dípteros das famílias Calliphoridae, Sarcophagidae e 
Muscidae se destacam, com grande importância na entomologia forense (PEREIRA, 
2016), pois a ação de adultos e imaturos estimula a putrefação e a desintegração da 
carcaça (OLIVEIRA-COSTA 2008). 

A identificação correta da espécie, como também o estágio larval da mesma, viabiliza 
a estimativa do intervalo pós-morte com um alto grau de proximidade, especialmente 
em cadáveres em condição de decomposição elevada (WELLS & LAMOTTE, 2001). No 
entanto, os espécimes apresentam grande similaridade morfológica e comportamental nos 
estágios larvais, em alguns não é possível empregar o uso da identificação morfológica a 
partir das estruturas externas por estarem em estágio imaturo (PEREIRA, 2016).

Uma alternativa para solucionar este problema é a adesão da prática de Biologia 
Molecular, a qual consiste do uso de marcadores moleculares que amplificam regiões 
específicas do DNA (PEREIRA, 2016). Para tal, tem se utilizado o DNA mitocondrial (DNAmt) 
(KOSMANN, 2009). Através destes marcadores as espécies podem ser rapidamente 
identificadas em qualquer estágio do desenvolvimento, reduzindo o tempo despendido 
na identificação e auxiliando na agilidade das investigações criminais (PEREIRA, 2016).

Apesar da sua relevância reconhecida desde o século XIX na Europa, apenas nos 
últimos anos tem sido utilizada cientificamente à prática de insetos em investigações 
(CRUZ, 2006; VASCONCELOS, 2006, BENECKE, 2001). Com a tecnologia avançada nos 
dias atuais, a Entomologia passou a ser uma ferramenta de grande auxílio e importância 
em investigações criminais, através de técnica especializada e equipamentos científicos 
de precisão, foi possível oferecer dados para apontar vestígios de um crime e um suposto 
criminoso (PARADELA; FIGUEIREDO; GREDI, 2007). Portanto, o objetivo deste trabalho é 
identificar por meio do uso de Barcoding DNA estágios imaturos de dípteros de importância 
forense de larvas de dípteras necrofágicas, por meio da padronização de um método de 
PCR/COI para as larvas necrófagas da família Calliphoridae.
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2 |  METODOLOGIA

Material utilizado nas análises moleculares

As larvas foram obtidas na região do Instituto Salesiano São Vicente, Lagoa da Cruz, 
23’00’ S e 54º 36’ 00’ W, no município de Campo Grande, MS. As larvas foram obtidas 
carcaças de suínos Sus scrofa expostas para colonização por dípteros, coletando-se 
diariamente as larvas eclodidas e conservando-as em tubos contendo álcool 70%. As 
larvas foram identificadas em laboratório utilizando-se guias específicos (OLIVEIRA-
COSTA, 2013) para a separação de larvas de Calliphoridae para as análises moleculares.

Extração de DNA

Para a extração de DNA foi utilizado o protocolo de Sambrook et al. (1989). Em 
um tubo de eppendorf (2 ml) contendo em média 104 mg de larvas, equivalente a três 
larvas em cada tubo, as quais são maceradas com auxílio de bastão de vidro em 500 
µL de PBS 1x (137 mM NaCl, 10 mM Na2HPO4, 2.7 mM KCL, 2 mM KH2PO4 pH 7,4). 
Em seguida foi acrescentado proteinase K (20 mg/ml) e homogeneizada em vortex e 
incubada em banho-maria à 55°C por 30 minutos, após o período acrescentou 250 µL de 
Dodecil Sulfato de Sódio-SDS (20%), novamente homogeneizada e incubada por mais 
60 minutos em banho-maria à 65º. Após o banho maria adiciona-se 600 µL de Fenol-
Clorofórmio, homogeneizado, e adicionado 400 µL de solução de Precipitação Proteica 
(3M C2H3KO2, 2MCH3COOH) e novamente homogeneizada. Em seguida das amostras 
são centrifugadas a 4°C, na velocidade de 14000xg por 10 minutos, o sobrenadante foi 
coletado e colocado em outro tubo eppendorf, e acrescido ao sobrenadante 1 ml de Etanol 
Absoluto, homogeneizado, e as amostras foram armazenadas por 24 horas a -20°C. Após 
o tempo as amostras foram centrifugadas a velocidade máxima 14000xg por 5 minutos. O 
sobrenadante foi descartado e adicionado 1 ml de Etanol a 70% ao sedimento formado. O 
sedimento foi seco em temperatura ambiente e acrescentado de 50 µL a 100 µL de água 
ultrapura, seguindo para o banho-maria 65ºC por 5 minutos e em seguida armazenado.

O DNA extraído foi quantificado em espectrofotômetro UV (BioDrop-µLITE), sendo 
utilizado 1µ de água ultrapura como o branco e também para limpar os resíduos entre uma 
amostra e outra, para avaliar a quantidade nota-se a razão entre A260/230 e A260/280.

PCR (Reação em cadeia de polimerase)

As amostras com boa qualidade foram diluídas na concentração de 100 ng/µL 
seguindo para a PCR com os primers CIJ1632 (5’-TGATCAAATTTATAAT- 3’) e CIN2191 
(5’ - GGTAAAATTAAAATATAAACTTC- 3’) (ECHEVERRÍA-FONSECA et al., 2015), sendo 
realizada variações nas quantidades de reagentes para a amplificação. As reações foram 
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preparadas em volume total de 50µL, sendo, 5µL de Tampão 10X, 3µL de MgCl2 (50mM), 
1µL de dNTP’s (10mM), 1 µL de primers forward e reverse (10 moles), 1,3µL de Taq 
polimerase (5U/µL), 1,5 ng/µL de DNA diluído a 100 ng/ µL e 36,2 µL de água ultrapura. A 
termociclagem foi de 95ºC por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de 95ºC por 30 segundos, 
41°C por 45 segundos e 72ºC por 1 minuto e 72ºC por 7 minutos.

Gel Eletroforese

Para a observação da eficiência da extração de DNA e amplificação dos produtos de 
PCR, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando 
tampão TBE 0,5%, com a voltagem de 100V. Após a migração do gel foi corado com 
Brometo de Etídio (0,5 µg ml-1) por 10 minutos e descorado em água destilada por 10 
minutos, sendo posteriormente observado em fotodocumentado sob luz ultravioleta para 
visualização do DNA. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

A extração do DNA genômico das larvas selecionadas foi realizada de forma eficiente, 
com concentrações variando de 919,1 ng/μ a 1863,6 ng/μ. O DNA obtido pode ser 
empregado na amplificação da região de DNA mitocondrial, empregada na identificação 
das espécies através da prática de DNA barcoding (HEBERT et al., 2003).

Foram amplificadas amostras de larvas de duas espécies morfologicamente 
distintas, apresentaram aproximadamente 450 pares de bases (pb) referente ao de gene 
COI realizado, as quais foram enviadas para sequenciamento genético na empresa 
ACTGene Analises Moleculares LTDA (Rio Grande do Sul, Brasil), com os oligonucleotídeos 
iniciadores utilizados na PCR. Após sequenciamento, os produtos foram confrontados 
com o banco de dados BLASTN (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), observando-se 100% de 
correspondência de uma das amostras com espécie Chrysomya albiceps (KX161558.1) 
e 100% de identidade de outra amostra com Hemilucilia segmentaria (JQ246667.1). É 
importante ressaltar que em ambas as amostras não foram observados gaps entre as 
sequências obtidas e as sequências consultadas.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
mailto:beaoliveira098@gmail.com
mailto:beaoliveira098@gmail.com
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Figura 1. (A) Chrysomya albiceps, larva de 3º Instar, possui 12 segmentos com presença de tubérculos, 
placa espiracular em leve depressão, com presença de 14 tubérculos. (B) Hemilucilia segmentaria, 

larva de 3° instar possui 12 segmentos, último segmento apresentando seis pares de tubérculos, um 
par de espiráculos com peritrema bem pigmentado e incompleto.

O DNAmt é exclusivamente de origem materna e apresenta várias vantagens com 
relação ao DNA nuclear, envolvendo: evolução acelerada, pouca exposição à recombinação, 
um grande número de cópias (GOU et al., 2012). As características citadas do DNAmt, 
são significativas para aplicação da técnica de Reação em cadeia da polimerase (PCR) 
com o intuito de amplificar a sequência de DNA a ser observada (BLAGOEV et al., 2016), 
dessa forma essa região tem sido utilizada como DNA barcoding ou seja, o código de 
barras que auxilia a identificação das espécies.

Nelson et al. (2007) evidenciam que o DNA barcoding determina com sucesso as nove 
espécies do gênero Chrysomya que são encontradas na Austrália. O gênero Chrysomya 
é originário do Velho Mundo e foi introduzido no Novo Mundo no meio da década de 70 
e instaurou-se em toda América do Sul e Central, e chegou ao Sul dos Estados Unidos. 
Devido à sua grande dimensão econômica como causadores de miíases, o gênero possui 
uma taxonomia bem determinada.

O DNA barcoding tem como ideia inicial que toda espécie deve exibir um “código de 
barras” único e que a variação interespecífica é bem maior que a intraespecífica (HEBERT 
et al., 2003). Sua sequência é extremamente curta se comparada ao genoma inteiro e 
pode ser adquirida de uma maneira moderadamente rápida e barata. A padronização de 
técnicas em geral diminui custos e aumenta a confiabilidade, resulta em maior difusão 
e uso (STOECKLE et al., 2005). Diferentes estudos expressaram a eficiência dessa 
sequência na identificação de mais de 95% das espécies animais (HERBET et al., 2009).

Na prática forense, as diversas técnicas utilizadas pela Biologia Molecular são 
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capazes de identificar os exemplares em nível específico de forma ativa e confiável por 
meio de protocolos padrões, sem que se necessite de um profundo conhecimento de 
Taxonomia por parte dos peritos criminais, e podem ser empregados em qualquer estágio 
de desenvolvimento e condição de preservação desses insetos (OLIVEIRA-COSTA et al., 
2007), por isso cada vez mais tem-se estudado técnicas moleculares que possam ser 
aplicadas a identificação de espécies de importância forense. Há alguns anos, a tecnologia 
do DNA barcoding vem sendo amplamente aplicada na identificação de espécies, pois foi 
evidenciado que em vários grupos, incluindo insetos, a variabilidade interespecífica em 
sequências de DNA de alguns genes é superior à intraespecífica e acabou por proporcionar 
uma chance de usar sequências de DNA com o objetivo de identificar espécies (ARCHANA 
et al., 2016; BLAGOEV et al., 2016; LI et al., 2016).

As chaves morfológicas costumam ser eficazes somente para alguns estágios do 
ciclo de vida ou para apenas um dos sexos (HEBERT et al., 2003; HERBERT et al., 
2004; VALENTINI et al., 2008; YASSIN et al., 2008). As chaves dicotômicas normalmente 
envolvem um alto nível de especialização e entendimento para a adequada aplicação, o que 
intensifica a frequência de erros associados a essas identificações. As limitações citadas 
acima transformam o uso da tecnologia do DNA barcoding uma excelente ferramenta para 
solucionar o problema da identificação de espécies no momento em que seus caracteres 
morfológicos demonstrarem alguma limitação (VALENTINI et al., 2008).

4 |  CONSIDERAÇÕES FINAIS

O emprego da metodologia de DNA barcoding pode ser considerada uma grande 
oportunidade no auxílio da identificação dos imaturos e fragmentos de insetos coletados 
junto às investigações criminais. Contudo, seu uso deve ser limitado a grupos bem revisados 
e com taxonomia bem definida, levando em consideração que o erro na identificação pode 
levar à obstrução da justiça.
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