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Resumo. Chrysomya albiceps (Weidemann), Chrysomya megacephala (Fabricius) e Hemilucilia segmentaria (Fabricius) (Diptera, Calliphoridae)
estdo entre as espécies de dipteros necrofagos mais encontrados em locais de crime no Brasil. A correta identificagdo do espécime, ou fragmento deste,
coletado em um local de crime é etapa fundamental para o emprego da entomologia forense em investigacoes criminais. Nesse estudo, avaliamos
a possibilidade de identificacao dessas trés espécies de califorideos pela morfologia alar, por meio de anélises de morfometria geométrica. Foram
analisadas as asas direitas de 139 espécimes, 55 C. albiceps, 42 C. megacephala e 42 H. segmentaria, por meio de analises de variaveis canonicas e
anélises discriminantes. Das 2778 comparacoes par a par, apenas 6 seis erros de identificacao foram registrados (2,1%), enquanto 22 (7,9%) erros de
classificacao para o teste de validacao cruzada, o que aponta para um alto indice de confiabilidade da técnica. Mais estudos sao necessarios para a
validacao dessa técnica para seu uso na pratica forense.

Palavras-Chave: Anélise Discriminante; Entomologia Forense; Identificagdo; Moscas; Taxonomia.

Wing geometric morphometry as a tool for the identification of three calliphorid (Diptera:
Calliphoridae) species at the Brazilian Cerrado

Abstract. Chrysomya albiceps (Weidemann), Chrysomya megacephala (Fabricius) and Hemilucilia segmentaria (Fabricius) (Diptera:
Calliphoridae) are among the fly species of forensic interest commonly found in Brazil. The correct identification of the specimen, or fragment
of a specimen, collected at a crime scene is a crucial step for the use of forensic entomology as a tool in criminal investigations. In this study, the
discrimination of these three species of Calliphoridae based on wing morphology, by means of geometric morphometric analysis was investigated.
Right wings of 139 specimens were analyzed, 55 C. albiceps, 42 C. megacephala e 42 H. segmentaria, through Canonical Variate Analysis,
Discriminant Analysis and Cross Validation tests. Of the 278 pairwise comparison, six misidentifications were recorded for discriminant analysis
(2.1%), while 22 (7.9 %) misclassification for cross-validation tests, which points to a high technical reliability index. More studies are needed to
validate this technique for use in forensic practice.

Keywords: Forensic Entomology; Flies; Fly Identification; Discriminant Analysis; Taxonomy.

Os métodos de estimativa de IPM_, mais comumente utilizados

em situacoes que demandem a aten¢ao dos 6rgaos estatais

de aplicagdo da lei (AmEenDT et al., 2007). A tarefa mais
frequente para os profissionais dessa area € o calculo do intervalo
pds morte minimo (IPM__ ), o tempo minimo transcorrido entre
uma morte e a descoberta de um corpo (CATTS 1992).

E’ntomologia forense é a analise de vestigios entomologicos

Existem diversas formas de se estimar o IPM ., geralmente
associadas aos eventos e processos naturais que se desenrolam
ao longo do processo de decomposicao, tais como rigor mortis
e formacdo dos livores cadavéricos. Contudo, esses métodos
podem se tornar imprecisos ap6s as primeiras 72 horas do
processo de decomposicao. Nessas situacoes a interpretacao de
vestigios entomolégicos pode ser a melhor ferramenta para a
determinacdo do IPM _, (AMENDT et al. 2011).

se baseiam no tempo de desenvolvimento pds embrionério de
espécies deinsetos necréfagos, geralmente dipteros e colepteros,
que usam carcacas animais como sitio de alimentacdo e/ou
reproducio.

Os califorideos (Diptera: Calliphoridae) estaos entre os primeiros
insetos a acessar uma carcaga apOs a sua exposicao, atraidos
pelos odores produzidos nos estagios iniciais do processo de
decomposicdo. Isso faz com que esse grupo de moscas seja uma
importante classe de evidéncias em investigagoes de homicidios
(SmitH 1986; WALL & WARNES 1994). Vestigios entomologicos
podem ainda servir como indicios de movimentag¢ao de cadaveres
e de localizacdo de regides produtoras de drogas (Pujor-Luz et
al. 2008; MaceDo et al. 2013).
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Em todos esses casos, a correta identificagdo ao nivel de
espécie dos espécimes em analise é uma etapa essencial para a
realizacdo de uma anélise forense de vestigios entomoldgicos.
Em alguns casos, o investigador tem acesso apenas a espécimes
mal preservados, ou a fragmentos entomologicos, e caractéres
importantes de chaves de identificacao nao estao presentes, o que
pode impossibilitar esse processo ou levar a uma identificacdo
equivocada do espécime. Nesses casos, a identificacdo da
espécie pode ser feito por métodos baseados em sequéncias de
DNA (WEeLLs & WiLLiams 2007). Contudo, ndo ha informacoes
sobre sequéncias especificas para todas as espécies de interesse
forense, e a estrutura laboratorial necesséria para esse tipo de
analises de forma rotineira as tornam invidveis para alguns
laboratérios forenses e de entomologia.

Um método de baixo custo e capaz de identificar espécies a partir
da andlise de estruturas especificas apenas é a caracterizagao
morfométrica por meio da morfometria geométrica. Essa
técnica, aliada a anélises multivariadas, é capaz de distinguir
entre espécies ou populagdes de uma mesma espécie (DUJARDIN
2008; HaLL et al. 2014)

Por meio da morfologia alar é possivel distinguir entre espécies
do mesmo género de califorideos de interesse forense (VAsQUEz
& Liria 2012) e entre subpopulacoes de uma mesma espécie
desta familia (HarL et al. 2014). Em imaturos deste grupo, a
diferenciacao entre diferentes espécies pode ser realizada pela
anélise das diferengas morfolégicas no esqueleto cefalofaringeo
(Nunez & Liria 2016). Contudo, nao ha estudos que tratem da
aplicacdo dessas ferramentas para os dipteros necrofagos do
Cerrado brasileiro.

Assim, o objetivo deste estudo é verificar a possibilidade de se
diferenciar entre trés das principais espécies de califorideos
necrofagos comumente encontradas no Distrito Federal,
Chrysomya albiceps (Weidemann), Chrysomya megacephala
(Fabricius) e Hemilucilia segmentaria (Fabricius) (Diptera:
Calliphoridae) por meio da morfologia alar dessas espécies

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas em uma area de floresta de galeria em
uma area de baixo nivel de antropizacao no bioma Cerrado, na
Fazenda Agua Limpa (Universidade de Brasilia — 15°56'21.95”S,
47°56°21.71°0), na por¢ao sudoeste do Distrito Federal.

Foram realizadas trés coletas no periodo de 31/01/2015 a
13/02/2015 com 0 uso carcagas de porcos natimortos, de pequeno
porte, com massa aproximada de um quilograma. Os animais
foram expostos em um anteparo plastico e protegidos da acao de
vertebrados necréfagos por meio de uma tela plastica. As coletas
foram realizadas no periodo matutino, com o uso de um puca
entomoldgico na regido em que foram expostas as iscas.

Os espécimes coletados eram transferidos para um tubo falcon
de 50 mL com alcool 70% para preservacdo dos individuos
e transportados as dependéncias do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia.

Os espécimes adultos foram identificados com uso das chaves
descritas por Kosmann et al. (2013) e Mrro (2003) para
identificacao de califorideos.

Apenas os individuos adultos fémeas foram selecionados, a
fim de se evitar efeitos de dimorfismo sexual. Apesar de nao
haver relatos de dimorfismo sexual na morfologia alar para
essas espécies, a ocorréncia dessas diferencas é bem conhecida
para dipteros, tendo sido documentada para Lucilia sericata
(Diptera: Calliphoridae) (Espra et al. 2015). De cada um dos
individuos adultos, a asa direita foi removida com o uso de uma
tesoura entomologica e fixada em uma lamina de vidro com uso
de esmalte transparente e coberta com laminula de vidro.

Subsequentemente, as asas foram fotografadas com uso de um
microscopio estereoscopico Leica M205C, software LAS 9.1
e as imagens foram armazenadas em um unico diretério para
analises.

Foi construida uma biblioteca das imagens das asas com auxilio
do software TPSUtil; 13 marcos foram selecionados, de acordo
com estudo prévio de Vasquez & Liria (2012) com auxilio do
software TPSDig2 (RoHLF 2006). As anélises morfométricas
foram realizadas pelo software MorphoJ (KLINGENBERG 2011),
maiores detalhes a seguir (Figura 1).

Figura 1. Representacdo dos 13 marcos anatomicos utilizados
no estudo.

Os dados dos marcos anatomicos foram examinados com a
realizacdo de uma superimposi¢do Procrustes, seguido pela
geracdo de uma matriz de covariancia.

A correcdo para efeitos de alometria foi feita por meio de uma
regressao em que se utilizou a configuragio anatémica de cada
asa como variavel dependente e o tamanho do centroide dessa
asa, indicando o tamanho da asa, como variavel preditora.

A variacdo total das configuracdes anatomicas foi avaliada por
meio de uma anéalise de componentes principais (PCA). E as
diferencas entre os grupos (espécies) foram avaliadas por meio
de uma anélise de variaveis canonicas (CVA) e de trés analises
discriminantes (DA) e trés anélises de validacdo cruzada, uma
para cada par de espécies. As anélises de comparacao (CVA, DA
e validagao cruzada) foram efetuadas com base nos residuos da
regressao para eliminacao dos efeitos alométricos.

RESULTADOS

Foram coletados 204 espécimes de Calliphoridae. Desses,
contabilizando apenas as fémeas registrou-se 55 individuos
de C. albiceps, 42 de C. megacephala e 42 de H. segmentaria.
Foram analisados 139 asas no total.

Apos a superimposi¢ao Procrustes, uma PCA baseada na matriz
de covariancia apresentou uma variancia de 83,392% para
o primeiro componente (PC1) e 5,06% para o segundo (PC2).
Noventa e um porcento da variacdo acumulada concentravam-
se nos trés primeiros componentes.

A regressdo para estimar os efeitos de alometria retornou um
indice se Soma de Quadrados (Sum of Squares) de 0,398. Desse
total, 0,0490 (12,3%) eram atribuidos a variacdo no tamanho
do centréide, e 0,3488 (87,7%) eram residuos da regressao,
variando independentemente do tamanho do centroide. Testes
de permutacio contra hipétese nula de independéncia com
10.000 rodadas apontaram P < 0,0001.

A CVA (Figura 2) indicou 91,43% da variancia entre grupos na
primeira variavel canonica (CV1) e 8,57% na segunda (CV2),
com distancias de Mahalanobis entre espécies de 4,457 para C.
albiceps — C. megacephala, (p < 0,0001), 2,932 para C. albiceps
— H. segmentaria, (p < 0,0001), e 6,568 para H. segmentaria
— C. megacephala, (p < 0,0001). Todos os valores de P para
10.000 rodadas de permutacao.
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CV1
Figura 2. Andlise de Varidveis Canonicas com base nos residuos da regressao linear para se excluir efeitos de alometria. Em verde as amostras de C.

megacephala, em vermelho as amostras de C. albiceps, e em azul as amostras de H. segmentaria. As elipses representam intervalo de confianca de
0.95. Os grides de deformacao ilustram as mudancas estruturais para a o primeiro eixo de variaveis canonicas.

As andlises discriminantes e os testes de validacdo cruzada As andlises discriminantes par a par tiveram altos indices de
realizadas par a par retornaram os resultados expostos na Tabela  resolucao, sendo o par com menor percentual de diferenciacao
1. C. albiceps e H. segmentaria, (com 92,7% de acertos). Ja para
" os demais pares os indices de separacdo chegaram a 100%, o

DISCUSSAO que demonstra a viabilidade desse método para a distincio

. R L o , entre espécies. No total, das 278 comparagdes, apenas 6 nao

Foram examinadas trés espécies Eie cahforldeos' necrof’agos retornaram a espécie correta do espécime (2,15%), 0 que é um
que ocorrem no Cerrado, duas exoticas e uma nativa. ApS @ percentual de erros razoavelmente reduzido para a 4rea. Por
corregdes para alometria e a andlise de variaveis canonicas, a gyt 1ado, o indice de retorno correto para os testes de validacio
analise de morfometria alar com base nos 13 marcos anatomicos cruzada foram menores (92%) (Figura 3) (Tabela 1). Uma melhor
foi. suficiente para evidenciar a ocorréncia de grupos distintos discriminacio do espécime analisado pode ser possivel com
(Figura 2). andlises de mais amostras e com o uso de marcos anatémicos
adicionais. Contudo, a selecio de mais marcos anatomicos em

DA vVC

C. albiceps -- C. megacephala C. albiceps -- C. megacephala

il

C. albiceps -- H. segmentaria C. albiceps -- H. segmentaria

] 1

Frequéncia

C. megacephala -- H. segmentaria C. megacephala -- H. segmentaria

1 ™ TN

Figura 3. Resultados das Anélises Discriminantes (DA) e de Validacio Cruzada (VC) par a par de todos os espécimes examinados. Areas de
sobreposicao indicam erros de discriminacio e de validacdo cruzada. Em verde as amostras de C. megacephala, em vermelho as amostras de C.
albiceps, e em azul as amostras de H. segmentaria. As elipses representam intervalo de confianca de 0.95.
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Tabela 01. Resultados das Analises Discriminantes (DA) e de Validagdo Cruzada (VC). As linhas indicam a espécie a qual pertenciam os espécimes
analisados e as colunas indicam os grupos aos quais os espécimes foram atribuidos.

o . Espécies
Analise Espécies
C. alb C. meg C. alb H. seg C. meg H. seg
C. albiceps 55 (100%) 0 (0%) 51(92,7%) 4 (7,3%) - -
Analise o o _ _ 9 9
Discriminante C. megacephala 1(2,4%) 41(97,6%) 42 (100%) 0 (0%)
H. segmentaria - 1(2,4%) 41 (97,6%) 0 (0%) 42 (100%)
C. albiceps 53 (100%) 2 (0%) 47 (85,5%) 8 (14,5%) - -
Validacao o o o o
Cruzada C. megacephala 2 (4,8%) 40 (95,2%) - - 40 (95,2%) 2 (4,8%)
H. segmentaria - 8 (19,1%) 34 (81,9%) 0 (0%) 42 (100%)

um conjunto amostral ndo muito vasto, pode levar a resultados
aparentemente significativos em uma anélise discriminante,
mesmo que isso nao reflita a realidade, por esse motivo, essa
abordagem nao foi adotada nesse caso.

Das espécies analisadas, duas pertencem ao género Chrysomya
e a outra, ao género Hemilucilia. As fungbes discriminantes
apresentaram menor indice de acertos pra o par C. albiceps
e H. segmentaria, o que nao seria esperado em caso de sinal
filogenético forte ja que essas espécies sdo mais distantes entre
si do que as do género Chrysomya. Isso reforca o potencial
discriminante da técnica.

Em diversas chaves de identificacdo para Calliphoridae, a analise
de cerdas torécicas é um passo importante para o diagnostico da
espécie (RIBEIRO & CARVALHO 1998; WHITWORTH 2006; KosMANN
et al. 2013). Esses caracteres demandam um conhecimento
aprofundado de anatomia e ainda s3o consideravelmente frageis e
podem ser danificados facilmente durante a coleta e manipulagéo
dos espécimes (VasQuez & Liria 2012). Assim, a identificacao de
espécimes por morfologia alar é uma ferramenta ripida e de
baixo custo disponivel aos profissionais da 4rea forense.

O uso da morfometria geométrica superou algumas deficiéncias
analiticas da morfometria tradicional. A anélise da configuragao
espacial de marcos anatdmicos possibilita o uso de métodos
estatisticos mais robustos e confere maior poder discriminante
no estudo de populacoes (RoHLF & Marcus 1996). Ainda assim, os
estudos dessa natureza ainda sdo escassos na area forense.

Estudos adicionais, com a anélise de outras espécies desses
géneros, bem como de outros géneros de ocorréncia registrada
para a regido Neotropical (e.g. Cochliomyia), e também a anélise
de espécimes adicionais para uma maior robustez estatistica
desses resultados, sao necessarios para uma validacao da técnica
para fins forenses. Ainda assim, os resultados aqui expostos
apresentam uma promissora alternativa para a identificacao
taxon6mica de dipteros de interesse forense, com menor custo
financeiro e demanda de tempo quando comparados aos métodos
de identificagdo molecular.
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