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RESUMO 

A mosca-da-bicheira, Cochliomyia hominivorax, é um ectoparasito obrigatório dos animais 

de sangue quente endêmico das Américas. As miíases causadas por esta praga geram 

severos prejuízos econômicos na produção pecuária da América do Sul e da região do 

Caribe, devido à mortalidade e redução na produtividade dos animais infestados. Nesta 

tese, abordamos alguns aspectos da distribuição da variação de seqüências do DNA 

mitocondrial de C. hominivorax em duas escalas geográficas e os eventos históricos que 

podem explicar os padrões observados. As principais contribuições foram compiladas em 

três artigos científicos. No primeiro artigo, (artigo 1) investigamos o padrão geral de 

estruturação geográfica da variabilidade genética em 38 localidades ao longo de toda a 

distribuição da espécie. As análises das seqüências parciais da região controle (CR) e dos 

genes COI e COII mitocondriais revelaram que a diversidade genética da espécie está 

estruturada em quatro grupos regionais principais, denominados Cuba (CG), República 

Dominicana (DRG), região norte e região sul da Amazônia (NAG e SAG, 

respectivamente). Foi sugerido que o padrão observado foi principalmente formado por 

eventos históricos, como a colonização das ilhas do Caribe, vicariância na região 

Amazônica e expansão das populações desde o último máximo glacial. O segundo artigo 

(artigo 2) apresenta um teste da hipótese de perturbação-vicariância na região Amazônica, 

que foi realizado através de simulações de coalescência e modelagem ecológica da espécie. 

Os resultados indicaram que os ciclos climáticos do Pleistoceno promoveram a expansão, 

fragmentação e mistura das populações na região Amazônica em diferentes momentos do 

passado. Detectamos que o primeiro momento de divergência dos grupos de populações 

analisadas (SAG, NAG e amostras da América Central e do Norte) é mais antigo que o 

último período glacial e deve ter acontecido no interglacial Yarmouth (~250.000 anos 

atrás). Porém, a demografia histórica da espécie e as relações filogenéticas das seqüências 

mitocondriais sugerem um padrão mais complexo, incluindo reticulação, para a evolução e 

divergência das populações na região Amazônica. No terceiro artigo (artigo 3), 

apresentamos o primeiro estudo da variabilidade genética de C. hominivorax em escala 

local, em que se analisaram indivíduos de 25 sítios de coleta distribuídos numa área de 90 

km por 60 km próxima às cidades de Quaraí e Artigas, na fronteira entre Brasil e Uruguai. 
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Os resultados sugerem que os indivíduos pertencem a uma única população com alto grau 

de polimorfismo, indicando que esta é uma população estável capaz de sobreviver às 

condições adversas do inverno local e que flutua demograficamente de acordo com o clima 

da região. Porém, há evidências de que estas amostras não estão em equilíbrio e, portanto, a 

ausência de estruturação baseada nas estimativas tradicionais deve ser interpretada com 

cuidado. Como esta é uma região importante para a atividade pecuária do Brasil e Uruguai, 

estes resultados são de interesse para um possível plano de controle na região. No entanto, 

serão necessárias análises de amostras seriadas ao longo de um ano, assim como de 

diferentes anos na mesma escala geográfica, para melhor entender o padrão de fluxo gênico 

na região. 
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ABSTRACT 

The New World screwworm fly, Cochliomyia hominivorax, is an obligate ectoparasite of 

warm blooded vertebrates, endemic of the Americas. Myiasis caused by this pest fly 

generate great profit looses to the livestock sector in South America and the Caribbean 

region, due to mortality and productivity reduction of infested animals. In this thesis, we 

approach some aspects of mitochondrial DNA sequences variation of C. hominivorax in 

two geographic scales, and the historical events that could explain the observed patterns. 

The main contributions were compiled in three research articles. In the first (article 1), we 

investigate the general pattern of genetic variability distribution in 38 localities 

encompassing the species geographic range. The analysis of partial sequences of the 

mitochondrial control region (CR), COI and COII genes revealed four main regional groups 

of genetic diversity, denominated Cuba (CG), Dominican Republic (DRG), north region 

(NAG) and south region (SAG) of the Amazon basin. Results suggest that current 

distribution of C. hominivorax genetic diversity was mainly shaped for historical events, 

i.e. Caribbean islands colonization, vicariance in the Amazon region and population 

expansion since the last glacial maximum. The second article (article 2) presents a 

hypotheses test of vicariance-perturbation in the Amazon region, through coalescent 

simulations and ecological niche modeling of the species. The results indicate that 

Pleistocene climatic cycles promote expansion, fragmentation and mixture of Amazon 

region populations during the past. We detected that the divergence among groups of 

analyzed populations (SAG, NAG and samples from North and Central America) occurred 

before the last glacial maximum and may have happened during the interglacial Yarmouth 

(~250.000 years ago). However, the species demographic history and the phylogenetic 

relationships of the mitochondrial sequences suggest a more complex pattern, including 

reticulation, for the evolution and divergence of the Amazonian region populations. Finally, 

in the third article (article 3) we present the first study of the genetic variability of 

C. hominivorax in a local scale, in which individuals of 25 localities in a 90 km for 60 km 

area in the proximity of Artigas city and Quaraí city, in the border between Brazil and 

Uruguay, were analyzed. The results suggest that the individuals are from a unique 

population, with high level of polymorphism, indicating that this is a stable population 



 

 xii

which is capable of survive the adverse local winter conditions and demographically 

fluctuate in accordance to the region climate. However, there are evidences that these 

samples are not in equilibrium hence the absence of structure interpretation based on 

traditional estimates must be done carefully. As this is an important region for livestock 

industry of Brazil and Uruguay, these results are interesting for a possible control program 

in the region. However, studies of serially collected samples throughout the year and in 

different years at the same geographic scale will be necessary to better understand the gene 

flow pattern in the region. 
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APRESENTAÇÃO E ORGANIZAÇÃO DA TESE 

Esta tese está inserida dentro de uma linha de pesquisa que tem como objetivo 

geral caracterizar a diversidade genética da mosca-da-bicheira, de maneira a aumentar o 

entendimento dos aspectos evolutivos da espécie para auxiliar em futuras discussões sobre 

a aplicação de programas de manejo e controle da mesma na América do Sul e o Caribe. A 

tese contém um trabalho dos mais abragentes já realizados até o momento sobre a 

variabilidade genética e distribuição da diversidade em populações naturais da espécie, 

sendo o primeiro a utilizar seqüências do DNA mitocondrial com esse objetivo. Para tal, 

foram analisadas amostras de quase toda a distribuição geográfica atual da mosca-da-

bicheira, incluindo localidades desde a região do Caribe até a Argentina. 

O texto está organizado da seguinte forma: 

Na Parte I está descrito o contexto geral em que o trabalho está inserido, 

incluindo a importância da produção animal e o desafio que representa o controle eficiente 

das pragas. Além disso, foram descritas as características da mosca-da-bicheira e uma breve 

revisão do conhecimento atual sobre a diversidade genética, finalizando com a apresentação 

dos objetivos do trabalho. 

Na Parte II se apresentam os resultados obtidos na tese, organizados em três 

artigos científicos. O artigo 1, já aceito para publicação, aborda a questão da distribuição da 

diversidade genética e alguns aspectos da demografia histórica da espécie ao longo de sua 

atual distribuição geográfica. No artigo 2 foi testada a hipótese de perturbação-vicariância 

na região Amazônica. Essa hipótese surgiu na discussão do artigo 1 e nos trabalhos de 

PCR-RFLP anteriores como uma explicação possível dos efeitos das mudanças climáticas 

do Pleistoceno na divergência das populações que vivem ao norte e ao sul da região 

Amazônica. No artigo 3, foi realizado pela primeira vez nessa espécie um estudo da 

variabilidade genética numa escala local (microgeográfica). 

A Parte III apresenta uma discussão geral sobre os principais resultados obtidos 

nos três trabalhos apresentados e as conclusões gerais da tese. 
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Introdução 

1. Importância da produção animal 

Um dos grandes desafios do século 21 será alimentar os nove bilhões de 

habitantes estimados para o ano 2050, 40% a mais dos que atualmente habitam o planeta 

(ONU 2004). Este aumento da população humana, junto ao aumento da urbanização1 e de 

renda nos países em desenvolvimento, tem aumentado a demanda por alimentos de origem 

animal (Steinfeld 2004). Da década de 1970 até hoje, o consumo per capita de carne, ovos 

e leite duplicou nos países em desenvolvimento, e essa tendência de aumento deve 

continuar por mais 10 a 20 anos antes de se estabilizar (Delgado et al. 1999). Esse cenário, 

somado a grande demanda dos países desenvolvidos por produtos de origem animal, deve 

afetar seriamente os sistemas de produção animal e vegetal, o ambiente, a saúde pública, os 

fluxos de comércio e mais amplamente a economia mundial de alimentos (Delgado et al. 

1999, Pica-Ciamarra & Otte 2009). Portanto, o desafio é como aumentar a oferta de 

alimentos, especialmente os de origem animal, atendendo a demanda de uma população 

predominantemente urbana sem estressar ainda mais o ambiente. 

Neste contexto, a América Latina aparece como uma área de grande 

importância, pois representa uma área com uma grande capacidade de produzir e exportar 

produtos de origem animal. Como exemplo, o Brasil é o principal exportador mundial de 

carne bovina, tendo sido responsável por 16% da produção mundial de carne no ano 2009 

(ABIEC 2010). Esses números podem ser ainda maiores, já que o Brasil possui um grande 

potencial para aumentar a produtividade pecuária, à medida que aumentar a eficiência da 

ocupação das pastagens e investir em programas de sanidade animal. Nosso continente, por 

abrigar importantes hotspots de biodiversidade, como a floresta Amazônica, possui também 

um grande desafio em que o sistema produtivo deve se desenvolver num contexto de 

conservação dos recursos naturais. 

 

1Atualmente, mais da metade da população mundial vive em comunidades urbanas (Cheneau et al. 
2004). O crescimento esperado da população irá acelerar essa tendência, no equivalente à criação de 
uma cidade do tamanho de Los Angeles, Califórnia (população: 3.834.340), a cada três semanas 
pelos próximos 40 anos. Alguns demógrafos projetam que, na China, 900 milhões de pessoas 
viverão em cidades até 2020 (Zijun 2006). 
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De forma direta, através do pastoreio dos animais, ou indireta, pela produção de 

culturas para alimentação dos mesmos, a pecuária ocupa aproximadamente 30% da 

superfície terrestre livre de gelo (Steinfeld et al. 2006). Os esforços para atender a demanda 

por produtos de origem animal têm sido principalmente através do aumento do número de 

animais, mas não da produtividade por animal. Este aumento da densidade de animais 

levou à degradação de áreas rurais, desmatamento de florestas, aumento rápido da 

incidência de doenças zoonóticas (ex. transmissão de animais para humanos) e um acúmulo 

de pesticidas na cadeia de alimentos (Piedrafita et al. 2010). Para diminuir estes efeitos 

negativos sem deixar de atender a demanda por produtos animais, os incrementos da 

produção deverão ser resultado do aumento da produtividade por unidade de terra 

(Steinfeld et al. 2006). Um dos principais entraves ao aumento da produtividade pecuária 

mundial é a perda provocada pelas doenças animais. De acordo com a Organização 

Mundial de Saúde Animal, essa perda representa aproximadamente um quinto das perdas 

na produção global (OIE 2008). Dentre essas causas, as doenças parasitárias (ecto e 

endoparasitos) têm sido reconhecidas como limitantes da produção animal, devido à 

mortalidade, redução da fertilidade e perda de peso (Vargas-Terán et al. 2005). Assim, a 

busca de soluções para o controle mais eficiente dessas parasitoses pode contribuir para o 

aumento da produtividade pecuária. 

 

2. A mosca-da-bicheira: importância, ciclo de vida, distribuição, abundância e 

controle 

A mosca-da-bicheira, Cochliomyia hominivorax (Coquerel 1858) (Diptera: 

Calliphoridae), é uma espécie endêmica das Américas que na fase larval causa, em 

vertebrados de sangue quente, a parasitose denominada miíase (Guimarães et al. 1983). 

Miíase, como definido por Zumpt (1965), é a “infestação de animais vivos por larvas de 

dípteros que, pelo menos durante alguma fase do seu desenvolvimento, se alimentam dos 

tecidos vivos ou mortos do hospedeiro, de suas substâncias corporais ou alimentos por ele 

ingeridos”. Esta doença parasitária causa severos prejuízos econômicos devido à 

mortalidade e à redução na produtividade dos animais infestados (Guimarães & Papavero 

1999), sendo portanto, considerada um problema sanitário grave na produção pecuária da 
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América do Sul e da região do Caribe. Embora, as estimativas de perdas econômicas devido 

à infestação por C. hominivorax não sejam precisas, para o Brasil estas variam desde U$S 

150 milhões (Grisi et al. 2002) a U$S 1,77 bilhão anuais (Vargas-Terán et al. 2005), os 

valores são significativos. 

Cochliomyia hominivorax é um parasito obrigatório que tem metamorfose 

completa. Em temperaturas médias de 22°C, o ciclo de vida ocorre em aproximadamente 

24 dias, mas dependendo das condições do ambiente, este pode se estender até por 50 dias 

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

depositam seus ovos na borda de feridas ou nas mucosas de animais; após 24 horas, as 

larvas eclodem e começam a se alimentar dos fluidos corporais e tecidos vivos do 

hospedeiro (Laake et al. 1936, Guimarães & Papavero 1999). Cada fêmea pode colocar 

uma média de 200 ovos (variando de 10 a 500), e quando atraídas pelo odor característico 

das feridas infestadas, pode resultar em infestações com centenas ou milhares de larvas 

capazes de ocasionar a morte do hospedeiro (Thomas & Mangan 1989). As larvas 

completam seu desenvolvimento em 4-8 dias, abandonam a ferida e em seguida se enterram 

para transformarem-se em pupas (Laake et al. 1936, Travis et al. 1940 apud Hall 1991). Os 

adultos emergem em aproximadamente oito dias, estando prontos para copular após os 

primeiros três dias. As fêmeas são monógamas (Crystal 1967) e autógenas pelo menos para 

o primeiro ciclo gonadotrófico, estando prontas para oviposição quatro dias após o 

acasalamento (Hall 1991). 

A distribuição geográfica histórica de C. hominivorax se estendia desde o sul 

dos Estados Unidos até a região central da Argentina, incluindo as ilhas do Caribe (Hall & 

Wall 1995). O Planalto de Edwards, no Texas, foi indicado como o limite norte da 

distribuição, sendo que as regiões ao norte eram recolonizadas em cada verão (Barrett 

1937) podendo alcançar regiões tão extremas como o norte do estado de Iowa nos meses 

quentes (Laake 1950). O limite sul da distribuição foi indicado no paralelo 45°, na 

Província de Chubut, Argentina (Boero & Morini 1961 apud Suárez 2002). A espécie não 

sobrevive em regiões com temperatura média inferior a 9°C durante três meses seguidos, 

ou inferior a 12°C durante cinco meses seguidos (FAO 1992), observando-se uma 

sobrevivência de adultos de 1% a temperaturas mínimas de -6,7°C (Parman 1945). 
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Cochliomyia hominivorax foi erradicada entre 1957 a 2000 da América do Norte e América 

Central continental através de uma abordagem de Manejo Integrado de Pragas em Áreas 

Extensas (sigla em inglês AW-IPM) baseada na Técnica do Inseto Estéril (sigla em inglês 

SIT) (revisado em Hall & Wall 1995, Klassen & Curtis 2005). Portanto, a atual distribuição 

compreende América do Sul e a região do Caribe, exceto Chile. Desde 2001, moscas 

estéreis estão sendo liberadas na região do estreito de Darien, Panamá, num esforço de 

proteger as áreas livres da possível re-infestação vinda da América do Sul (Robinson et al. 

2009). 

Os efeitos do clima sobre o ciclo de vida, distribuição e abundância de C. 

hominivorax são controversos (Readshaw 1989). Trabalhos que testaram formalmente a 

relação entre a abundância e as variáveis meteorológicas obtiveram resultados opostos, 

sendo que alguns não encontraram uma correlação significativa entre as variáveis (Rahn & 

Barger 1973, Krafsur 1985) e outros sim (Readshaw 1986, Krafsur 1987). Parman (1945) 

sugeriu que no inverno, as pupas eram favorecidas por condições mais secas do solo e que 

solos com maior umidade reduziam a viabilidade das pupas em qualquer estação do ano. 

Porém, Thomas (1986, 1989) encontrou que as pupas são muito resistentes ao afogamento, 

além de não encontrar um efeito negativo da umidade na emergência de adultos no sul do 

México. Também tem sido largamente aceito que as pupas da mosca-da-bicheira morrem 

devido à dessecação no calor e aridez do solo (Krasfur & Linquist 1996). Estimativas de 

perda de peso e sobrevivência entre larvas maduras, pré-pupa e adultos em vários regimes 

de temperatura e umidade demonstraram uma alta mortalidade em atmosferas dessecantes 

(Baumhover 1963). Apesar destas controvérsias, climas quentes e úmidos têm sido 

associados com abundância populacional da mosca-da-bicheira, e climas secos, tanto frios 

como quentes, com uma baixa atividade das populações (Parman 1945, Hightower et al. 

1966, Hightower 1969, Goodenough et al. 1983, Carballo et al. 1991, Coronado & 

Kowalski 2009). Esta noção de que o clima governa a abundância da mosca-da-bicheira 

está implícita na natureza sazonal das miíases nos animais domésticos (Hightower et al. 

1966). 

O ecótono entre florestas e pastagens tem sido identificado como o habitat de 

maior atividade das populações da mosca-da-bicheira (Mangan & Thomas 1989, Parker et 
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al. 1993, Phillips et al. 2004, Garcia et al. 2007). Thomas (1993) sugeriu que C. 

hominivorax tem locais distintos de alimentação, acasalamento e oviposição. Observações 

de campo e experimentos em que o habitat foi reproduzido artificialmente indicam que as 

moscas recém emergidas procuram a floresta para se alimentar e descansar (Hightower & 

Alley 1963, Thomas 1991), preferindo árvores em flor. Dados de marcação, liberação e 

recaptura mostraram que as fêmeas preferem o habitat de floresta, mas procuram por 

hospedeiros onde ovipor nas áreas abertas de pastagem próximas (Thomas & Mangan 

1989). Phillips et al. (2004), estudando sua distribuição nas regiões de floresta tropical no 

Panamá, encontraram que C. hominivorax é mais abundante nas florestas semi-abertas e 

bordas de florestas assim como na transição entre as estações úmida e seca. Estes autores 

também encontraram diferenças significativas de abundância entre sítios dentro de um 

mesmo habitat, mostrando a sensibilidade desta mosca às variações micro-ambientais. 

O controle das populações de espécies praga mediante inseticidas é a estratégia 

convencional, tanto na pecuária quanto na agricultura, e a única atualmente usada para a 

mosca-da-bicheira (com exceção da Jamaica, Vargas-Terán et al. 2005). Este tipo de 

controle é aplicado de forma independente por cada produtor de acordo com as suas 

necessidades de curto prazo sem um programa coordenado. Porém, o uso de inseticidas 

pode selecionar linhagens de insetos resistentes (Cassida & Gary 1998, Hemingway & 

Ranson 2000). De fato, em C. hominivorax, Carvalho et al. (2009) e Silva et al. (2009) 

identificaram mutações correlacionadas com resistência a alguns inseticidas em populações 

do Brasil e Uruguai. Essa forma de controle também pode trazer problemas como a 

contaminação do ambiente (Porretta et al. 2007) e acúmulo de resíduos químicos (ex. 

organofosforados e piretróides) na carne e no leite (Nolan & Schnitzerling 1986). Deste 

modo, com a necessidade de reduzir o uso de produtos químicos, a adoção de programas de 

controle com maior especificidade em uma escala geográfica apropriada tem sido destacado 

como uma alternativa mais adequada (ex. Kongan 1998, Porretta et al. 2007). 

O Manejo Integrado de Pragas em Áreas Extensas representa uma estratégia 

alternativa focada no manejo preventivo das populações da praga em todos os habitat do 

ecossistema, evitando que potenciais migrantes sejam capazes de restabelecer infestações 

em áreas de interesse (Klassen 2005). O AW-IPM baseado na Técnica do Inseto Estéril 
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(SIT) é uma forma específica, eficaz e ambientalmente segura para o controle de pragas, 

podendo contribuir para o aumento da eficiência da produção animal na América do Sul e 

Caribe através do controle da mosca-da-bicheira. 

 

3. A mosca-da-bicheira: variabilidade e estrutura genética das populações 

O estudo da estrutura genética das populações de espécies praga tem sido 

apontado como um componente importante na delimitação de regiões e escalas geográficas 

adequadas para programas de controle (Tabachnick & Black 1995, Kafsur 2005). Em C. 

hominivorax, a variabilidade genética e a estrutura das populações naturais têm sido 

caracterizadas através de marcadores citogenéticos (McInnis 1981, McInnis et al. 1983, 

LaChance et al. 1982, LaChance & Whitten 1986, Azeredo-Espin 1987), isozimas (Bush & 

Neck 1976, Whitten 1980, Krasfur & Whitten 1993, Taylor & Peterson 1994, Taylor et al. 

1996, Infante-Malachias 1999), RAPDs (Infante-Malachias et al. 1999), RFLP e PCR-

RFLP do DNAmt (Roehrdanz & Johnson 1988, Roehrdanz 1989, Azeredo-Espin 1993, 

Infante Vargas & Azeredo-Espin 1995, Lyra et al. 2005, Lyra 2008, Lyra et al. 2009) e 

microssatélites (Torres 2006, Torres et al. 2007, Torres & Azeredo-Espin 2009). De forma 

geral, tem sido observado que a mosca-da-bicheira é uma espécie com alto grau de 

polimorfismo, mas que as divergências populacionais estimadas estão de acordo com os 

valores observados e aceitos para o nível intra-específico. 

Até o momento, os trabalhos mais conclusivos (Torres 2006, Lyra et al. 2009) 

mostraram que as populações desta espécie estão estruturadas na região do Caribe, mas 

apresentam baixos níveis de diferenciação na América do Sul. Lyra et al. (2009) é o único 

trabalho que inclui amostras de toda a distribuição atual de C. hominivorax, observando um 

padrão de diferenciação populacional moderado nessa escala geográfica. Neste trabalho, os 

maiores níveis de diferenciação foram observados entre as populações da região do Caribe, 

em contraste aos baixos níveis de diferenciação das populações continentais. Os autores 

concluíram que as populações das ilhas do Caribe encontram-se isoladas geograficamente 

pelo Mar do Caribe e que na América do Sul a baixa diferenciação na ampla região 

considerada poderia ser devida a fatores históricos (ex. expansão demográfica e espacial). 

Também marcadores microssatélites, em concordância com os resultados encontrados com 
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PCR-RFLP mitocondrial, revelaram baixos níveis de diferenciação populacional na 

América do Sul e estruturação na região do Caribe (Torres 2006, Torres & Azeredo-Espin 

2009). Nenhum dos trabalhos detectou uma correlação significativa entre as distâncias 

genéticas e geográficas na América do Sul, apontando que o modelo populacional de 

isolamento-por-distância (IBD, do inglês Isolation By Distance) não explica a distribuição 

da diversidade genética encontrada. Assim, estudos que incluam análises das populações 

em diferentes escalas geográficas e investiguem os efeitos da flutuação sazonal na 

demografia de C. hominivorax são necessários para identificar e explicar padrões de 

distribuição da diversidade genética. 
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4. Objetivos do trabalho 

Dentro do contexto apresentado, o objetivo geral desta tese foi estudar o padrão 

de distribuição da variabilidade genética da mosca-da-bicheira em diferentes escalas 

geográficas, buscando entender os fatores históricos e atuais que moldam esse padrão. 

Para isso, foram estudadas seqüências do DNA mitocondrial de indivíduos de 

toda a distribuição geográfica da espécie, investigando a divergência das populações e a 

demografia histórica da espécie. Também foram analisadas à diversidade e diferenciação 

numa escala microgeográfica através da análise de seqüências do DNA mitocondrial e 

marcadores microssatélites de indivíduos de uma localidade da fronteira entre Brasil e 

Uruguai.  

Espera-se que os resultados obtidos neste trabalho permitam a identificação de 

unidades de manejo que ajudem a desenhar programas de controle para esta praga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 26

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE II 



 

 27

Artigo 1 

 

Genetic structure and demographic history of the New World Screwworm fly across 

its current geographic range 

Pablo Fresia, Mariana L. Lyra, Alfredo Coronado and Ana Maria L. de Azeredo-Espin 

 

Publicado no Journal of Medical Entomology, 2011, 48(2): 280-290. 

 

Estrutura genética e demografia histórica da mosca-da-bicheira ao longo da sua atual 

distribuição geográfica 

 

Resumo 

A mosca-da-bicheira, Cochliomyia hominivorax, é um ectoparasito obrigatório dos 

vertebrados de sangue quente e uma das pragas mais nocivas para a produção animal que 

causa um declínio na produção de carne e leite. É uma espécie endêmica das Américas, que 

foi erradicada da América do Norte e Central, mas que ainda é um grande problema para a 

produção animal na América do Sul e o Caribe. O objetivo deste trabalho foi investigar a 

variabilidade e estrutura genética das populações da mosca-da-bicheira na sua atual 

distribuição geográfica utilizando seqüências do DNA mitocondrial (região controle - CR, 

COI e COII), assim como os eventos demográficos históricos que influenciaram a atual 

distribuição espacial da variabilidade genética. Analisamos 361 indivíduos de C. 

hominivorax coletados em 38 localidades distribuídas de Cuba até Argentina. As análises 

mostraram um padrão de diferenciação genética na escala macrogeográfica analisada, no 

qual a diversidade está estruturada em quatro grupos regionais principais, que 

correspondem a Cuba (CG), República Dominicana (DRG), norte e sul da região 

Amazônica (NAG e SAG). Os resultados indicaram que a distribuição da diversidade 

genética em C. hominivorax foi principalmente moldada por eventos históricos, i.e. 

colonização das ilhas do Caribe a partir do continente, vicariância na região amazônica e 

expansão populacional. A história demográfica revela que a espécie atravessou um 

processo de expansão populacional que começou aproximadamente 20-25 mil anos atrás. 
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Os resultados sugeriram que o período inicial de expansão está provavelmente associado às 

mudanças climáticas ocorridas no Pleistoceno tardio, e que o aumento mais recente pode 

estar associado à disponibilidade de recursos nos últimos tempos (i.e. introdução e aumento 

do gado na América). O processo demográfico de expansão populacional é provavelmente 

responsável pela baixa divergência entre as populações dentro dos grupos da América do 

Sul, assim como da ausência de correlação genética e geográfica na região Sul do 

Amazonas. Mas essa expansão populacional não apaga o padrão de estrutura geográfica na 

escala continental. Este padrão de distribuição da variabilidade genética sugere que a região 

do Caribe, o Norte e o Sul da Amazônia poderiam ser considerados unidades 

independentes, o que tem importância na discussão e desenho de futuros programas de 

controle desta praga na região. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



POPULATION BIOLOGY/GENETICS

Genetic Structure and Demographic History of New World
Screwworm Across Its Current Geographic Range

PABLO FRESIA,1,2,3 MARIANA L. LYRA,1,2 ALFREDO CORONADO,4

AND ANA MARIA L. DE AZEREDO-ESPIN1,5

J. Med. Entomol. 48(2): 280Ð290 (2011); DOI: 10.1603/ME10153

ABSTRACT The phylogeographical history of the pest ßy screwworm, Cochliomyia hominivorax
(Coquerel), was studied using partial mitochondrial DNA sequences of the control region,Cytochrome
c oxidase (CO) subunit I and CO subunit II from 361 individuals collected across its current geographic
range. Analyses showed marked genetic differentiation on a macrogeographic scale. The genetic
diversity in the species is structured into four main “regional groups,” corresponding to Cuba, the
Dominican Republic, and the North and South Amazon region. Results indicated that the distribution
of screwworm genetic diversity was mainly shaped by historical events, i.e., colonization of Caribbean
islands, vicariance in the Amazon region and population expansion. Demographic history analyses
revealed that the population expansion started '20Ð25,000 yr ago and recently increased exponen-
tially. We hypothesized that the initial period of expansion was probably associated with environ-
mental amelioration in the late Pleistocene and the exponential increase with resource availability in
recent times. The population expansion is probably responsible for the low divergence and the lack
of genetic and geographic correlation in the South Amazon region but did not erase the genetic
structure pattern on a continental scale. The screwworm is one of the most damaging livestock pests
in South and Central America, and the pattern of genetic variability distribution reported here suggests
that the Caribbean area and the North and South Amazon regions could be considered as independent
units for future pest control programs.

KEYWORDS Cochliomyia hominivorax, mitochondrial DNA, phylogeography, livestock pest, target
management units

The increasing demand for protein by the growing
human population makes animal production a high
priority in world agriculture (Delgado et al. 1999,
Vargas-Terán et al. 2005). To satisfy this demand,
mechanisms that increase production efÞciencies
must be found, to prevent further deteriorate of the
environment (FAO 2000). Part of the productivity
efÞciency increase can be carried out through im-
provements in animal health (Vargas-Terán et al.
2005), by controlling ectoparasites that cause severe
losses to livestock systems and that are considered a
major limiting factor in production.

The screwworm, Cochliomyia hominivorax (Co-
querel), is one of the most damaging pests for livestock
production, causing damage to leather and a decline in
meat and milk production (Hall and Wall 1995, IAEA/

FAO 2000, Vargas-Terán et al. 2005, Robinson et al.
2009). In its larval stages, this myasis-causing ßy is an
obligate ectoparasite of a wide range of warm-blooded
hosts, ranging from wildlife to humans. Gravid female
ßies areattracted towounds,where they lay their eggs.
Emerging larvae invade and feed on the living tissues,
possibly leading to host mortality unless adequate
treatment is provided. When they reach maturity,
larvae fall to the ground, where they burrow to pupate,
and the adults emerge in few days (Guimarães et al.
1983, IAEA/FAO 2000).

Formerly, the geographic distribution of the screw-
worm was throughout the southern United States to
central Argentina, including some Caribbean islands;
however the species has been eradicated from North
America and continental Central America by using an
areawide integrated pest management approach
(AW-IPM) based on the sterile insect technique
(Klassen and Curtis 2005). Since 2001, sterile screw-
worm adults are being released in the Darien Gap,
Panama, in an effort to protect the pest-free areas from
reinfestation from South America (Robinson et al.
2009).

The screwworm is still a great problem for livestock
production in South America and Caribbean, and the
only current control strategy is strongly based on in-
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secticide use (except for Jamaica; Vargas-Terán et al.
2005). This type of control is independently applied by
breeders, in accordance with individual and short-
term necessity, without any coordinated program. The
wide range of insecticides used to control pests can
cause problems, such as environmental contamination
(see Porretta et al. 2007) and the selection of insec-
ticide resistant strains (Cassida and Gary 1998, Hem-
ingway and Ranson 2000). In the screwworm, Car-
valho et al. (2009) and Silva and Azeredo-Espin (2009)
found mutations that are correlated with insecticide
resistance. Thus, the necessity to reduce the use of
chemicals and adopt control programs with enhanced
speciÞcity for the target species, on the appropriate
geographic scale, has been highlighted as a more suit-
able alternative (Kongan 1998, Porretta et al. 2007).

IdentiÞcation of regions with isolated populations,
or groups of populations connected by current gene
ßow, is of utmost importance to the design of effective
control programs for insect pests (Krafsur 2005, Por-
retta et al. 2007). These “target management units”
identiÞcation requires a clear understanding of the
speciesÕ spatial dynamics, speciÞcally the migration
patterns and dispersion abilities (i.e., population struc-
ture). However, this information is often difÞcult to
obtain for species by using classical direct methods
based on mark recapture trials (Roderick 1996). As
such, the importance of the use of genetic markers and
the study of the levels and patterns of genetic diversity
in insect vectors and pests is growing (David et al.
2003, Conn and Mirabello 2007, Porretta et al. 2007).

Contemporary population structure is determined
by both dispersal ability and demographic history, for
this reason historical demography of a species should
be taken into account when interpreting its breeding
structure and gene ßow among demes (Bossart and
Prowell 1998). Phylogeography has been providing
considerable information about the historical pro-
cesses responsible for current geographic distribution
of genetic diversity (Avise et al. 1987, reviewed in
Avise 2009). The most widely used genetic marker for
phylogeographic studies has so far been mitochondrial
DNA (mtDNA), because it allows the chance of re-
covering the pattern and tempo of historical events
(Avise 2009).

Various studies have recently attempted to assess
the structure of screwworm populations by using mo-
lecular markers (Roehrdanz 1989, Taylor et al. 1996,
Lyra et al. 2005, Torres et al. 2007, Lyra et al. 2009,
Torres and Azeredo-Espin 2009). These studies have
provided valuable insights into the population genet-
ics of screwworm, showing that the species has both
structured and undifferentiated populations through-
out its current range. Such studies, however, have led
to few insights about the historical and current pro-
cesses that inßuence the distribution of screwworm
genetic diversity.

The present work was aimed at unraveling the phy-
logeographical history of screwworm by using mtDNA
markers. The objectives were 1) to explore the genetic
population structure of screwworm in its current geo-
graphic range and 2) to investigate historical demo-

graphic events that might have inßuenced the current
spatial distribution of genetic variability.

Materials and Methods

Sampling and DNA Protocols. Larvae of screw-
worm were collected from 38 geographic sites from
South America and the Caribbean (Table 1; Fig. 1),
encompassing almost all of the speciesÕ current range.
Four to 18 individuals were sampled per location,
following procedures described in Lyra et al. (2009).
Thirty-four sites included in this study were previ-
ously analyzed using a polymerase chain reaction
(PCR)-restriction fragment length polymorphism-
based approach by Lyra et al. (2009).

Total DNA was extracted by the phenol: chloroform
method, adapted for microcentrifuge tubes (Lyra et
al. 2009), and resuspended in 100 ml of TE buffer and
stored at 2208C. Three mitochondrial DNA frag-
ments, corresponding to the B domain of the control
region (CR) (Lessinger and Azeredo-Espin 2000) and
partial sequences of the genes cytochrome c oxidase
subunit I (COI) and subunit II (COII) were ampliÞed
by PCR and sequenced from 361 individuals. The CR
fragment was ampliÞed using the primers CRc-N-
BVII-R (Duarte et al. 2008) and SR-J-14875 (59-
AAGTCACACAAAAATTTAC-39; this work); the COI
fragment was ampliÞed with primers, TW-J1287 (Lyra
et al. 2009) and C1-N2320 (59AATCCTAATAATC-
CAATAGC-39; this work); and COII was ampliÞed
with primers TL2-J3034 and TK-N3785 (Simon et al.
1994). The PCRs were conducted separately and the
PCR cocktails contained 1 ml of extracted DNA, 103

PCR buffer, 1.0 mM MgCl2, 10 mg of bovine serum
albumin, 0.2 mM of each dNTPs, 0.4 mM of each
primer, and 0.5 U of TaqDNA polymerase (Fermentas
International Inc., Burlington, ON, Canada) in a total
volume of 25 ml. The cycling conditions for all reac-
tions consisted of an initial denaturation at 948C for 4
min, followed by 35 cycles of 948C for 30 s, 508C for
30 s, and 608C for 1:30 s, plus a Þnal extension at 608C
for 7 min. PCR products were puriÞed using the
QIAquick PCR puriÞcation kit, according to the sup-
plierÕs protocol (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany).
Sequencing reactions were conducted with the ABI
BigDye Terminator cycle sequencing kit version 3.1
and run on an ABI 3700 automatic sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA).
Sequence Analysis. The COI fragments were se-

quenced bidirectionally and sequences were assem-
bled into a contig for each individual by using CAP3
software (Huang and Madan 1999), considering Phred
values (Ewing and Green 1998, Ewing et al. 1998). CR
and COII fragments had one strand sequenced. All
sequences were aligned for each of the three frag-
ments by using the automatic multiple sequences
alignment algorithm implemented in ClustalX
(Thompson et al. 1997). Protein coding sequences
(COI and COII) were checked for open reading
frames in MEGA software version 4.0 (Tamura et al.
2007). For the CR fragment, each insertion/deletion
(indel) was considered as a single mutational step, and
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Table 1. Screwworm sampled sites, haplotype distribution, and genetic variability indices

ID
Geographic

location
Latitude Longitude N Nhp Haplotype (no. individuals) Ĥ p Group

CB CPR Pinar del Rio 228 259 N 838 419 W 6 3 95(1) 196(1) 204(4) 0.600 0.0040 CG
CCA Ciego de Ávila 218 509 N 788 469 W 15 7 195(1) 201(1) 202(2) 207(1) 210(1)

211(7) 214(2)
0.781 0.0024 CG

CLT Las Tunas 218 049 N 778 059 W 6 5 91(1) 92(1) 202(2) 209(1) 213(1) 0.933 0.0075 CG
CSC Santiago de Cuba 208 019 N 758 499 W 9 7 202(1) 203(1) 205(1) 206(2) 208(1)

212(1) 214(2)
0.944 0.0029 CG

CCR Ciro Redondo 218 539 N 828 549 W 10 4 197(1) 198(7) 199(1) 200(1) 0.533 0.0010 CG
DR DRP Santo Domingo 188 289 N 598 539 W 13 7 7(1) 18(1) 45(1) 46(1) 47(1) 48(6)

109(2)
0.795 0.0016 DRG

JM JAM Kingston 178 599 N 768 479 W 9 6 32(1) 33(1) 35(1) 38(2) 54(1) 61(3) 0.889 0.0022 NAG
TT TPE Puerto España 108 409 N 618 289 W 5 4 17(1) 40(1) 153(1) 173(2) 0.900 0.0035 NAG

TSF San Fernando 108 169 N 618 279 W 6 4 17(2) 89(1) 90(1) 153(2) 0.867 0.0045 NAG
VE VBA Barquisimeto 108 039 N 698 199 W 10 6 28(1) 36(1) 84(1) 89(3) 106(2)

174(2)
0.889 0.0046 NAG

VEN Encontrados 098 039 N 728 149 W 11 10 26(1) 38(2) 58(1) 87(1) 94(1)
102(1) 106(1) 156(1) 157(1)
158(1)

0.982 0.0048 NAG

CO COT Turbo 088 059 N 768 439 W 12 6 34(2) 37(1) 39(2) 54(5) 89(1) 93(1) 0.818 0.0038 NAG
EC ERV Rio Verde 028 199 S 808 429 W 4 3 44(1) 58(1) 60(2) 0.833 0.0012 NAG
BR BTO Touros 058 179 S 358 339 W 10 7 53(1) 64(2) 78(1) 140(3) 159(1)

166(1) 175(1)
0.933 0.0045 SAG

BSM Sta. Ma. das
Barreiras

088 529 S 498 429 W 11 11 3(1) 4(1) 13(1) 50(1) 62(1) 121(1)
124(1) 132(1) 140(1) 163(1)
175(1)

1.000 0.0040 SAG

BCO Cocalinhos 148 229 S 518 009 W 6 6 10(1) 11(1) 29(1) 57(1) 69(1)
168(1)

1.000 0.0037 SAG

BGN Goianira 168 329 S 498 229 W 8 8 43(1) 59(1) 66(1) 80(1) 96(1)
131(1) 134(1) 165(1)

1.000 0.0051 SAG

BGO Goiânia 168 439 S 498 159 W 9 8 1(2) 73(1) 88(1) 107(1) 111(1)
164(1) 185(1) 191(1)

0.972 0.0039 SAG

BCA Caiapônia 168 579 S 518 489 W 18 11 1(1) 8(1) 19(2) 24(1) 51(2) 140(6)
145(1) 150(1) 155(1) 169(1)
183(1)

0.882 0.0031 SAG

BCR Costa Rica City 188 329 S 538 079 W 7 6 30(1) 120(1) 125(1) 140(1) 143(2)
146(1)

0.952 0.0022 SAG

BAQ Aquidauana 198 359 S 568 059 W 6 5 112(2) 140(1) 141(1) 142(1) 189(1) 0.933 0.0043 SAG
BCG Campo Grande 208 279 S 548 369 W 10 6 76(1) 129(1) 140(5) 160(1) 172(1)

184(1)
0.778 0.0036 SAG

BSS São Seb. Paraṍso 208 559 S 468 599 W 7 5 41(2) 118(1) 140(2) 187(1) 190(1) 0.905 0.0040 SAG
BES Estiva 228 279 S 468 019 W 18 12 15(1) 50(3) 56(1) 77(1) 103(1)

110(1) 123(1) 133(1) 140(3)
184(1) 187(3) 192(1)

0.954 0.0039 SAG

BCP Campinas 228 489 S 478 039 W 11 11 20(1) 55(1) 70(1) 116(1) 117(1)
126(1) 127(1) 135(1) 149(1)
151(1) 181(1)

1.000 0.0043 SAG

BCI Carambeṍ 248 559 S 508 059 W 13 9 51(1) 123(1) 130(1) 140(4) 147(1)
154(1) 169(1) 187(2) 193(1)

0.949 0.0037 SAG

BFV Fagundes Varela 288 529 S 518 419 W 5 5 14(1) 23(1) 78(1) 82(1) 145(1) 1.000 0.0045 SAG
BSA Sto. Ant. Missões 298 049 S 568 199 W 10 10 21(1) 65(1) 67(1) 83(1) 115(1)

140(1) 170(1) 171(1) 178(1)
187(1)

1.000 0.0052 SAG

BPM Pinheiro Machado 318 349 S 538 239 W 9 9 2(1) 67(1) 78(1) 85(1) 100(1)
122(1) 139(1) 186(1) 188(1)

1.000 0.0052 SAG

PY PYB Ybytymi 258 469 S 568 419 W 17 14 9(1) 43(1) 49(1) 63(1) 78(2) 137(1)
140(3) 147(1) 148(1) 167(1)
169(1) 176(1) 188(1) 194(1)

0.971 0.0050 SAG

UY UPM Paso Muñoz 318 279 S 568 239 W 7 4 75(2) 78(1) 99(1) 140(3) 0.810 0.0033 SAG
UST San Antonio 318 249 S 578 589 W 8 6 42(2) 50(1) 67(1) 81(1) 114(1)

140(2)
0.929 0.0036 SAG

UDA Daymán 318 339 S 578 579 W 9 9 79(1) 101(1) 104(1) 105(1) 119(1)
140(1) 144(1) 152(1) 169(1)

1.000 0.0043 SAG

UBM Bañ. Medina 328 239 S 548 219 W 12 9 12(1) 25(1) 31(1) 74(1) 78(2) 86(1)
111(1) 140(3) 176(1)

0.939 0.0051 SAG

UCC Cer. Colorado 338 529 S 558 339 W 16 14 2(2) 27(2) 43(1) 97(1) 98(1) 108(1)
113(1) 136(1) 138(1) 140(1)
161(1) 162(1) 177(1) 180(1)

0.983 0.0057 SAG

UCO Colonia 348 289 S 578 519 W 7 7 1(1) 16(1) 22(1) 140(1) 159(1)
179(1) 182(1)

1.000 0.0053 SAG

UJS Juaquṍn Suarez 348 449 S 568 029 W 6 6 5(1) 6(1) 71(1) 72(1) 121(1) 128(1) 1.000 0.0051 SAG
AR APL Lezama 358 529 S 578 539 W 5 4 52(1) 68(2) 78(1) 140(1) 0.900 0.0038 SAG

Total 361 214 haplotypes 0.909 0.0039

ID, site identiÞcation code; N, number of individuals analyzed; Nhp, number of haplotypes found in each locality; Ĥ, haplotype diversity;
p, nucleotide diversity and geographic groups (CG, Cuban group; DRG, Dominican Republic group; NAG, North Amazon group; SAG, South
Amazon Group). CB, Cuba; DR, Dominican Republic; JM, Jamaica; TT, Trinidad & Tobago; VE, Venezuela; CO, Colombia; EC, Ecuador; BR,
Brazil; PY, Paraguay; UY, Uruguay; AY, Argentina.
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all indels were recoded as single positions in the Þnal
alignment.

The three different sequence data sets were Þrst
analyzed separately then combined. Individual se-
quences were collapsed in haplotypes for all data sets.
Haplotype frequencies, nucleotide diversity (p) and
haplotype diversity (Ĥ), as deÞned by Nei (1987),
were estimated using Arlequin version 3.1 (ExcofÞer
et al. 2005).
Phylogeographic Analyses. Genetic differentiation

among populations was determined using pairwise FST

statistics (Reynolds et al. 1983, Slatkin 1995). Statisti-
cal signiÞcance was assessed by 10,000 permutations.
Based on haplotype distribution and pairwise FST a
priori population groupings were constructed and
tested by hierarchical analysis of molecular variance
(AMOVA; ExcofÞer et al. 1992). The partition that
maximized the among-group variance component was
considered the best-Þt divergence scenario. Nonhier-
archical AMOVA also was conducted within groups of

populations to explore group heterogeneity. The
AMOVAs, as well as pairwise FST, were conducted
using Arlequin version 3.1 (ExcofÞer et al. 2005).

Partial Mantel tests (Smouse et al. 1986, Sokal et al.
1997) were used to partition the contemporary (iso-
lation by distance [IBD]) and historical effects of the
divergence between groups of populations from South
America. This procedure was carried out using a third
matrix that included a categorical variable, in which
the value one indicates that populations belong to the
same group and 0 elsewhere, in addition to the genetic
distance matrix (SlatkinÕs linearized FSTs, Slatkin
1995) and geographic distance matrix (linear distance
between two localities in kilometers). Partial Mantel
tests were conducted in Arlequin version 3.1 (Ex-
cofÞer et al. 2005).

A haplotype network was inferred for concatenated
sequences by using TCS version 1.21 (Clement et al.
2000). Statistical parsimony analysis was used to es-
tablish the links among pairs of haplotypes by the

Fig. 1. Geographical distribution of screwworm ßy sampled. Each site belongs to one of the four regional groups,
according to results (see Table 1 for population ID). Triangles, CG; star, DRG; squares, NAG; and circles, SAG.
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smallest number of differences, deÞned by 95% CL.
The ambiguities in the haplotype network were re-
solved following the guidelines proposed by Crandall
and Templeton (1993). A second network was con-
structed based only on the Þrst and second codon
positions of concatenated COI and COII sequences,
following the same procedure as described above. This
approach was used to examine long-term historical
processes by removing sequence polymorphism satu-
ration of the third codon position.

To examine the dynamics of population size ßuc-
tuations over time, a Bayesian skyline plot (BSP) was
generated using Beast software version 1.5.3 (Drum-
mond et al. 2005, Drummond and Rambaut 2007). This
Bayesian approach incorporates the uncertainty in the
genealogy by using Markov chain Monte Carlo
(MCMC) integration under a coalescence model in
which the timing of dates provides information about
effective population sizes over time (Drummond et al.
2005). The MCMC chains were run three times for 50
million generations, parameters were sampled every
5,000 steps, and with the Þrst 10% were discarded as
the burn-in. The HKY1G1I evolutionary substitution
model was used, as selected in Modeltest 3.7 (Posada
and Crandall 1998) following both the likelihood ratio

test and Akaike information criterion. Only COI se-
quences were used because there is a better under-
standing of the molecular evolution of this gene; be-
cause the substitution rate of screwworm COI is
unknown, a rate of 2% per million years was applied
based on that estimated for Drosophila COI (DeSalle
et al. 1987).

Results

GeneticDiversity andHaplotypeDistribution.The
lengths of CR, COI, and COII fragments were 510
bp, 731 bp and 511 bp, deÞning 91, 72, and 66 hap-
lotypes, respectively (GenBank accessions for CR
are HM185642, HM185644ÐHM185678, HM185680Ð
HM185691, HM185693ÐHM185706, HM185708ÐHM18-
5736; for COI are HM185498, HM185500ÐHM185509,
HM185512ÐHM185558, HM185560ÐHM185568, HM18-
5570ÐHM185574; and for COII are HM185575-
HM185590, HM185592ÐHM185641). The mean genetic
distance (uncorrected p-distance) among haplotypes
was 0.00909 (range, 0Ð0.024) for CR, 0.0053 (range,
0.001Ð0.011) for COI and 0.0078 (range, 0.001Ð0.019)
for COII. The three fragments were concatenated and
a total of 214 haplotypes were deÞned in a 1752-bp

Table 2. Pairwise FST estimates among 38 populations of screwworm

CPR CCA CLT CSC CCR DRP JAM TPE TSF VBA VEN COT ERV BTO BSM BCO BGN BGO

CPR 0.00 CG
CCA 0.19 0.00
CLT 20.05 0.14 0.00
CSC 0.12 20.02 0.09 0.00 DRG
CCR 0.41 0.37 0.28 0.35 0.00
DRP 0.75 0.82 0.65 0.81 0.89 0.00
JAM 0.70 0.78 0.57 0.76 0.86 0.65 0.00 NAG
TPE 0.63 0.76 0.47 0.73 0.84 0.62 0.06 0.00
TSF 0.57 0.74 0.41 0.70 0.81 0.56 0.40 0.15 0.00
VBA 0.54 0.69 0.41 0.66 0.76 0.44 0.20 0.08 0.00 0.00
VEN 0.56 0.69 0.44 0.65 0.74 0.43 0.18 0.14 0.18 0.02 0.00
COT 0.61 0.72 0.49 0.69 0.78 0.48 0.13 0.12 0.22 0.05 0.00 0.00
ERV 0.67 0.77 0.47 0.75 0.89 0.66 0.54 0.50 0.42 0.22 0.08 0.20 0.00
BTO 0.54 0.70 0.42 0.66 0.76 0.41 0.41 0.30 0.13 0.08 0.12 0.20 0.25 0.00
BSM 0.58 0.70 0.44 0.67 0.76 0.46 0.38 0.31 0.26 0.14 0.10 0.20 0.24 0.02 0.00
BCO 0.56 0.72 0.39 0.68 0.80 0.50 0.44 0.32 0.16 0.08 0.10 0.20 0.30 20.05 20.01 0.00
BGN 0.52 0.69 0.39 0.65 0.75 0.44 0.38 0.26 0.11 0.07 0.10 0.19 0.22 20.05 0.03 20.04 0.00
BGO 0.58 0.72 0.44 0.68 0.78 0.54 0.46 0.36 0.21 0.16 0.20 0.27 0.33 0.07 0.09 0.05 0.00 0.00
BCA 0.64 0.73 0.53 0.71 0.79 0.52 0.47 0.43 0.40 0.27 0.20 0.30 0.32 0.10 0.01 0.08 0.12 0.23
BCR 0.67 0.76 0.52 0.74 0.85 0.65 0.60 0.55 0.52 0.37 0.28 0.40 0.54 0.23 0.13 0.24 0.25 0.39
BAQ 0.58 0.72 0.42 0.68 0.80 0.55 0.45 0.37 0.30 0.20 0.16 0.26 0.30 0.05 20.01 0.03 0.03 0.07
BCG 0.60 0.72 0.47 0.69 0.79 0.53 0.48 0.41 0.34 0.22 0.18 0.29 0.33 0.04 20.01 0.02 0.07 0.18
BSS 0.60 0.73 0.46 0.69 0.80 0.61 0.53 0.44 0.36 0.29 0.28 0.37 0.42 0.15 0.13 0.09 0.09 0.05
BES 0.58 0.69 0.46 0.66 0.74 0.46 0.39 0.33 0.27 0.17 0.16 0.23 0.25 0.06 0.02 20.02 0.01 0.00
BCP 0.57 0.69 0.45 0.66 0.75 0.49 0.43 0.36 0.32 0.21 0.15 0.25 0.27 0.07 0.01 0.03 0.06 0.17
BCI 0.60 0.71 0.49 0.68 0.77 0.52 0.44 0.40 0.37 0.26 0.19 0.29 0.31 0.10 0.02 0.06 0.08 0.15
BFV 0.53 0.71 0.37 0.67 0.80 0.53 0.45 0.32 0.12 0.09 0.13 0.23 0.30 20.09 20.01 20.11 20.07 0.00
BSA 0.53 0.68 0.41 0.63 0.73 0.43 0.31 0.24 0.20 0.11 0.08 0.16 0.15 0.05 0.03 0.01 0.02 0.09
BPM 0.54 0.69 0.41 0.65 0.75 0.48 0.41 0.31 0.20 0.17 0.20 0.27 0.28 0.07 0.11 0.04 20.01 20.05
PYB 0.52 0.65 0.41 0.61 0.70 0.38 0.31 0.24 0.18 0.09 0.08 0.16 0.16 20.01 20.01 20.04 20.04 0.03
UPM 0.60 0.73 0.43 0.70 0.82 0.55 0.47 0.36 0.17 0.09 0.11 0.22 0.32 20.07 20.02 20.05 20.05 0.04
UST 0.61 0.73 0.47 0.70 0.80 0.52 0.43 0.37 0.35 0.20 0.13 0.22 0.31 0.08 0.00 0.07 0.10 0.24
UDA 0.57 0.70 0.44 0.66 0.76 0.45 0.36 0.30 0.28 0.15 0.08 0.18 0.21 0.05 20.02 0.02 0.05 0.18
UBM 0.51 0.67 0.39 0.63 0.72 0.39 0.34 0.25 0.11 0.06 0.09 0.16 0.18 20.06 0.00 20.07 20.06 0.01
UCC 0.51 0.65 0.40 0.61 0.69 0.39 0.34 0.26 0.15 0.12 0.13 0.19 0.19 0.00 0.03 20.01 20.04 20.03
UCO 0.54 0.69 0.40 0.64 0.76 0.48 0.38 0.29 0.23 0.16 0.12 0.22 0.22 0.03 20.01 20.02 20.02 0.01
UJS 0.54 0.71 0.39 0.67 0.78 0.52 0.44 0.30 0.13 0.11 0.13 0.24 0.29 20.03 0.00 0.02 20.01 0.06
APL 0.56 0.74 0.38 0.70 0.83 0.53 0.47 0.32 0.04 0.02 0.12 0.21 0.37 20.07 0.09 20.01 20.04 0.09

IdentiÞcation codes (ID) correspond to geographic locations given on Table 1. Rectangles in black lines represent intragroup comparisons.
Rectangles in dashed lines represent intergroup comparisons. CG, Cuban group; DRG, Dominican Republic group; NAG, North Amazon group;
SAG, South Amazon group. Gray boxes indicate values that are signiÞcant P , 0.05; other values are nonsigniÞcant.
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mtDNA fragment from 361 screwworm individuals
(Table 1). The mean genetic distance among concate-
nated haplotypes was 0.0057 (range, 0Ð0.0148).

Nucleotide diversity (p) and haplotype diversity
(Ĥ) estimated from the concatenated mtDNA frag-
ments are shown in Table 1. In general, low nucleotide
diversity (p-mean 5 0.39%, range, 0.1Ð0.75%) and
high haplotype diversity (Ĥ-mean 5 0.90; range, 0.53Ð
1.0) was observed for the locations analyzed. Lowest
diversity indices were found for the location of Ciro
Redondo-CCR in Cuba (pCCR 5 0.001, ĤCCR 5

0.533).
Approximately 77% (165/214) of the haplotypes

were rare (single individuals). Just 27 haplotypes
(12.6%) occurred in more than one sampling location
and the other 22 (10.4%) were site private (Table 1).
Haplotype mapping (data not shown) illustrated four
“regional groups,” corresponding to samples from 1)
Cuba (Cuban group [CG]), 2) the Dominican Re-
public (Dominican Republic group [DRG]), 3) Ja-
maica, Trinidad & Tobago, Colombia, Ecuador, and
Venezuela (North Amazon group [NAG]), and 5)
south of the Amazon region (South Amazon group
[SAG]) (Fig. 1). No haplotype was shared between
groups. The haplotype composition of each sampling
location and group allocation are given in Table 1.
Phylogeographic Analyses. The pairwise FST esti-

mated for the 38 sampled locations of screwworm are

shown in Table 2. Comparisons among the Cuban or
the Dominican Republic sites, with all other sites
showed signiÞcant and the highest FST values. Most
comparisons among locations from the South and the
North of the Amazon region were also signiÞcant
(150/175 pairwise comparisons). In concordance with
haplotype distribution, the same four “regional
groups” (CG, DRG, NAG, and SAG; Table 2) were
identiÞed. In the CG group, most of the comparisons
had signiÞcantvalues(6/10), largelydue to the sample
from Ciro Redondo, which was signiÞcantly different
to all other sites (Table 2). Most comparisons at the
intra-group level for NAG and SAG were nonsigniÞ-
cant (12/20 and 234/276, respectively), but some dif-
ferentiations were observed.

Hierarchical AMOVA tests for the four group sce-
nario were statistically signiÞcant and attributed 45.3%
of the total variance to among group comparison, 4.3%
of the variance to within group, and 50.4% to the
within sampling locations comparison. Results re-
vealed that screwworm has genetic structure
(AMOVA: FST 5 0.496, P , 0.001) over the current
geographic distribution. Nonhierarchical AMOVA
within groups revealed a different degree of intra-
group variation, where 4.8% in SAG, 14.9% in NAG,
and 18.7% in CG total variance was attributed to
among sampling locations comparisons.

Table 2. Continued

BCA BCR BAQ BCG BSS BES BCP BCI BFV BSA BPM PYB UPM UST UDA UBM UCC UCO UJS APL

0.00
0.05 0.00
0.01 0.10 0.00 SAG

20.04 0.03 20.02 0.00
0.17 0.29 0.02 0.11 0.00
0.08 0.22 20.01 0.06 0.01 0.00

20.01 0.04 0.01 20.03 0.11 0.06 0.00
20.03 0.07 20.03 20.03 0.04 0.02 0.00 0.00

0.07 0.25 20.02 0.00 0.05 20.01 0.02 0.05 0.00
0.08 0.20 0.03 0.07 0.13 0.05 0.06 0.06 20.01 0.00
0.21 0.33 0.05 0.16 0.01 0.01 0.16 0.11 0.00 0.07 0.00
0.05 0.17 0.00 0.04 0.08 20.01 0.04 0.03 20.04 20.01 0.02 0.00
0.07 0.25 0.01 0.00 0.15 0.02 0.04 0.07 20.11 0.02 0.07 20.03 0.00

20.02 0.04 0.03 20.03 0.20 0.10 20.02 0.02 0.09 0.04 0.20 0.04 0.06 0.00
0.00 0.09 0.02 0.01 0.18 0.07 0.01 0.02 0.05 0.02 0.16 0.00 0.03 20.03 0.00
0.09 0.21 0.01 0.04 0.11 0.01 0.06 0.08 20.08 0.02 0.03 20.04 20.08 0.07 0.03 0.00
0.12 0.22 0.01 0.08 0.04 0.00 0.08 0.07 20.05 0.05 20.03 20.01 20.02 0.11 0.09 20.02 0.00
0.04 0.18 20.05 0.02 20.03 20.05 0.02 20.03 20.05 0.00 20.02 20.04 0.02 0.06 0.03 0.00 20.03 0.00
0.13 0.26 0.05 0.06 0.17 0.09 0.08 0.13 20.07 0.06 0.09 0.03 20.06 0.11 0.07 20.02 0.02 0.04 0.00
0.24 0.40 0.15 0.16 0.26 0.12 0.16 0.23 20.05 0.08 0.10 0.03 20.05 0.19 0.12 20.05 0.03 0.11 20.03 0.00
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The partial Mantel test for the South American
locations (NAG plus SAG) showed that genetic vari-
ance was not correlated with geographic distance (r5
20.07, P 5 0.9) but rather with the grouping of the
sampling locations (r5 0.46, P, 0.001). Therefore, in
total 38% of variance found in the genetic matrix was
due to the presence of barriers rather than IBD.

The 214 concatenated mtDNA haplotypes were
linked in a unique parsimony network (Fig. 2). The
general topology of the network showed one clade
containing almost all haplotypes from CG (20/23),
separated by 11 steps from a group that contained
haplotypes from NAG, SAG, and DRG and the three
remaining haplotypes from CG (Fig. 2). Haplotypes
from NAG and DRG are located in the outer arms of
this group. The majority of haplotypes were tip alleles
and geographically restricted (Fig. 2) and would be
considered to be more recently derived (Crandall and
Templeton 1993, Castelloe and Templeton 1994).
Common haplotypes (haplotypes that appear in at
least Þve individuals) were always interior haplotypes
(Table 1; Fig. 2) and are most likely to be ancestral
(Castelloe and Templeton 1994).

For the Þrst and second codon positions of the COI
and COII sequences, in total 22 haplotypes were found

that linked in a star-like network (Fig. 3). Haplotype
h1, was the hub of this network, was the most frequent
(286/361 individuals) and was present in all sampling
locations, except in DRG. In this haplotype (h1), the

Fig. 2. Haplotype network of CR/COI/COII concatenated sequence data. In black, haplotypes from CG; in dark gray,
haplotypes from DRG; in gray, haplotypes from NAG; and in white, haplotypes from SAG. Lines between haplotypes represent
one mutational step. Dots along lines are presumptive intermediate haplotypes that were not observed.

Fig. 3. Haplotype network for the Þrst and second codon
position of COI/COII concatenated sequences. The haplo-
types are represented by circles, and n within circles indi-
cates the number of individuals per haplotype. Circles with-
out n represent haplotypes found in one individual. Lines
between haplotypes represent one mutational step. The col-
ored sectors represent the proportion of individuals with the
haplotype in the respective regional groups (black, CG; dark
gray, DRG; gray, NAG; and white, SAG).
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most frequent haplotypes of DRG and CG are linked,
the Jamaican private haplotypes (h12 and h13) and
the low frequency mainland haplotypes. Haplotype h8
was present in 36 individuals, 35 from Cuban locations
and one from Rio Verde (Ecuador). Haplotype h15
was present in 10 individuals, nine from Santo Do-
mingo (Dominican Republic), and one from Cerro
Colorado (Uruguay). The remaining haplotypes are
found at low frequencies among the sampling loca-
tions.

The demographic history of screwworm samples
was estimated using a BSP, and the results suggest a
population expansion for this species that started
'20Ð25,000 yr ago and exponentially increased re-
cently (Fig. 4). The star-like topology of both haplo-
type networks also suggests population expansion for
the screwworm. Bayesian Skyline Plots, obtained for
the COII and CR sequences, were concordant with
COI results and diagrams were very similar in shape,
indicating the same two periods of population expan-
sion (data not shown). When a 2% molecular clock
rate was applied to COII sequences, the time of de-
mographic expansion was also similar.

Discussion

The range-wide phylogeographical structure of the
screwworm is characterized by island colonization,
geographic isolation, and population expansion. Re-
sults of the pairwise FST, hierarchical AMOVA, and
haplotype distribution showed that screwworm is
structured over its current geographical distribution.
The general distribution pattern of genetic variability
was characterized by the presence of four “regional
groups,” a Cuban group (CG), a Dominican Republic
group (DRG), a North of Amazon region group
(NAG), and a South of Amazon region group (SAG).
The divergence between screwworm locations from
the North and South Amazon region (NAG and SAG)
are reported here for the Þrst time.

The Caribbean (CG and DRG) was the major area
of divergence between populations of screwworm.

Our results are in accordance with previous studies of
screwworm based on mtDNA PCR-restriction frag-
ment length polymorphism markers and microsatel-
lites (Lyra et al. 2009, Torres and Azeredo-Espin
2009), supporting the hypothesis that the Caribbean
Sea is a geographic barrier that limits gene ßow in this
species. Although, from the data presented here, three
haplotypes from Cuba and one from the Dominican
Republic were genetically distant from the frequent
haplotypes of the same sampling location, the pres-
ence of these haplotypes in these locations was inter-
preted as anthropogenic migration rather than natural
migration. Molina-Cruz et al. (2004) suggested that
Caribbean Sea also represents a partial barrier to gene
ßow in the mosquito Anopheles albimanus Wiede-
mann. Examples of large bodies of water (including
seas) acting as geographic barriers to shape the pop-
ulation structure of a terrestrial species were also
found for the bumblebee Bombus terrestris (L.) be-
tween the European continent and some Mediterra-
nean islands (Estoup et al. 1996) and for the ßies
Ceratitis rosa Karsch and Ceratitis fasciventris (Bezzi)
in Africa (Baliraine et al. 2004).

The site of Ciro Redondo (Isla de la Juventud), in
CG, does not share haplotypes with Cuba Island and
signiÞcant pairwise FST values were observed be-
tween it and other Cuban sites. These results further
support the hypothesis that the Caribbean Sea is a
geographic barrier to gene ßow in the screwworm. As
Ciro Redondo showed the lowest variability indices,
we suppose that this could be a result of the effective
suppression program in the Isla de la Juventud (Garcia
et al. 2007) that occurred just before collecting the
samples analyzed here. The suppression may have
induced a population bottleneck that explains the low
variability found.

The tip positions of most haplotypes from Carib-
bean locations in both networks, CR/COI/COII (Fig.
2) and COI/COII (Fig. 3), suggest colonization of
islands from mainland. The deep divergence (11 mu-
tational steps) observed between the Cuban haplo-
types and all others in the CR/COI/COII network
indicates different colonization histories for the Ca-
ribbean region. The haplotype distance and high pair-
wise FST values (Fig. 2; Table 2) among Cuban and the
remaining Caribbean sites suggest a North American
colonization, Central American colonization, or both
of Cuba, in contrast to the other Caribbean popula-
tions that were colonized from South America. Un-
fortunately, the colonization of Cuba is now difÞcult
to test because screwworm has been eradicated from
North and Central America. Yet, analyzing strains
from North, Central America and Jamaica, Roehrdanz
(1989) found the highest pairwise genetic distance
between the Jamaican strain and the others. In con-
cordance, Taylor et al. (1996) found that the screw-
worm strains of South American, Jamaican, and Trin-
idad & Tobago were closely related, whereas Cuban
samples were more similar to Costa Rican strains. This
phylogeographic break between Central and South
America is consistent with studies of other Neotropi-
cal taxa, such as a mosquito (Mirabello and Conn

Fig. 4. Bayesian skyline plot by using COI sequences of
the screwworm. The x-axis is in units of thousand years and
the y-axis is equal to relative population size (Net; the prod-
uct of the effective population size and the generation length
in years). The dark solid line is the median estimate, and the
gray lines show the 95% highest posterior density limits.
Shaded bar corresponds to the Last Glacial Maximum ('18Ð
23,000 yr ago).
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2006), Neotropical butterßies (Brower 1994), toads
(Slade and Moritz 1998), bats (Hoffmann and Baker
2003), and even a tropical rain forest tree (Dick et al.
2003).

In South America, the two “regional groups” of
screwworm populations (NAG and SAG) do not share
haplotypes. However, the low genetic divergence
found among the haplotypes and non signiÞcant dif-
ferentiation among some SAG and NAG populations
suggest that these “regional groups” were recently
separated. The partial Mantel test indicated that his-
torical effects explain this genetic divergence, sug-
gesting the presence of a barrier that limits current
gene ßow. The Amazon rain forest represents this
putative geographic barrier. Because the screwworm
inhabits the interface between savannah and forest
borders (Thomas 1993, Phillips et al. 2004, Garcia et al.
2007), processes involved in this forest fragmentation
and recover (Clapperton 1993, Haffer and Prance
2001) might be responsible for the observed geo-
graphic structure of screwworm populations.

The among populations variance found in NAG is
mainly correlated with the inclusion of Jamaica and
Trinidad & Tobago in this group. Kingston (Jamaica)
and San Fernando (Trinidad & Tobago) present the
majority of the signiÞcant pairwise FST values, within
the group, but share common haplotypes with the
mainland. The location of Puerto España (Trinidad &
Tobago) does not share haplotypes with mainland
localities. The observed pattern seems to be the effect
of the Caribbean Sea acting as a barrier and similarities
are probably due to the maintenance of ancestral
haplotypes (incomplete lineage sorting), anthropo-
genic migration, or both, instead of current gene ßow.

Low population differentiation, with no geographic
pattern, was detected at the intragroup level for SAG,
despite the large area studied. Although this result
could be interpreted as extent gene ßow among
demes, the demographic analysis presented here
shows signiÞcant population expansion in screwworm.
This historical demographic process (i.e., population
expansion) is probably responsible for the low genetic
divergence and the lack of geographical association of
mitochondrial haplotypes at the intragroup level, in-
stead of current gene ßow. In fact, low but signiÞcant
differentiation among Uruguayan populations was re-
ported previously by using microsatellites markers
(Torres et al. 2007).

The population expansion detected in the BSP
started '20Ð25,000 yr ago. The Þrst period of expan-
sion seems to be related to the climatic oscillations that
occurred in the late Pleistocene, which could have
permitted the screwworm range and demographic ex-
pansion. The exponential period of demographic ex-
pansion detected using BSP may be closely associated
with the availability of resources. Livestock introduc-
tion to the Americas, '500 yr ago, may have contrib-
uted to screwworm population expansion by increas-
ing resource availability. This resource availability
should be more evident in the central and southern
areas of South America, because these regions are the
most important areas of livestock breeding on the

continent (GLiPHA 2010). Livestock introduction
also could have inßuenced species migration by nat-
ural and anthropogenic host movement, confounding
the current geographic structure of the screwworm.
The identiÞcation of screwworm strains in Libya at the
end of the 1980s (Vargas-Terán et al. 1994) is an
example of anthropogenic migration.

The characterization of the spatial genetic structure
and connectivity among populations, using molecular
markers, can help in the design of a screwworm con-
trol program. Data presented here show that the Ca-
ribbean islands should be considered as isolated man-
agement units in control efforts. This Þnding is in
accordance with previous population genetic studies
(Lyra et al. 2009, Torres and Azeredo-Espin, 2009).
The current study is the Þrst report of isolation be-
tween the North and South Amazon region. Although
results show that these regions could be managed
independently in AW-IPM programs, target manage-
ment units still need to be found within each of these
large geographic groups.

The mitochondrial molecular markers properly
characterize the population genetic structure and the
historical demography of the screwworm on a conti-
nental scale. However, the population expansion de-
tected here suggests that similarities among popula-
tions are probably due to this historical event, rather
than current gene ßow among demes preventing local
differentiation.

This result points out the necessity of understanding
population structure and demographic dynamics on a
Þner spatial scale. The genetic diversity distribution
pattern of screwworm reported here represents a crit-
ical step toward the management unit identiÞcation of
this pest and is necessary for a more effective and
preventive pest management strategy for the Carib-
bean and South America.
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Artigo 2 
 
Efeitos das oscilações climáticas do Pleistoceno na estrutura populacional e 

demografia histórica de Cochliomyia hominivorax 

Pablo Fresia, Mariana L. Lyra, Ana Maria L. de Azeredo-Espin 

Resumo 

Os ciclos climáticos do Pleistoceno foram fundamentais em moldar o padrão atual de 

distribuição da diversidade de diversas espécies. Como essas flutuações e as mudanças na 

vegetação acontecidas nos períodos glaciais e interglaciais, têm impactado na evolução das 

espécies na região Neotropical, é matéria de debate. Para testar hipóteses de divergência 

entre os grupos de populações de C. hominivorax integramos análises da demografia 

histórica, simulações de coalescência e modelagem ecológica. Investigamos a variação de 

três fragmentos (CR, COI e COII) do genoma mitocondrial de indivíduos coletados na 

América do Norte, Central e do Sul, e foram construídos dois modelos filogeográficos em 

função de três eventos paleoclimáticos do Pleistoceno (o último máximo glacial, ~20.000 

anos atrás; o interglacial Sangamon, ~140.000 anos atrás e o pico frio mais recente do 

interglacial Yarmouth, ~250.000 anos atrás). Foram identificados 132 haplótipos para os 

fragmentos do DNAmt combinados, alta diversidade haplotípica e baixa diversidade 

nucleotídica. Através da genealogia das seqüências combinadas, foi possível identificar três 

haplogrupos principais, um formado pelas amostras da América do Norte e Central e os 

outros dois por amostras do norte e do sul da região Amazônica. Os grupos da América do 

Sul formam grupos monofileticamente recíprocos correlacionados com a distribuição 

geográfica. O tempo ao ancestral comum mais recente foi ~250.000 anos e as simulações 

de coalescência não rejeitaram apenas o modelo de fragmentação simultânea a partir de um 

ancestral comum há ~240.000 anos. A modelagem ecológica mostrou que no presente e no 

último período interglacial, C. hominivorax esteve ausente na região Amazônica de floresta 

densa, mas que no último máximo glacial essa região foi propícia para a espécie. As 

análises sugerem que os ciclos climáticos do Pleistoceno promoveram a expansão e mistura 

das populações na região Amazônica em diferentes momentos da história, o que pode ter 

inibido processos de divergência maiores que os observados atualmente em C. 

hominivorax. 
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Introdução 

 

Eventos biogeográficos, como as flutuações climáticas e da vegetação que 

ocorreram no Pleistoceno, foram destacados como fatores fundamentais que moldaram o 

padrão atual de distribuição da diversidade das espécies (Hewitt 2004, Wüster et al. 2005). 

Estes eventos são bem documentados nas espécies de climas temperados, porém são menos 

conhecidos nas espécies tropicais e subtropicais (Hewitt 2004).  

A região Neotropical é um dos lugares biologicamente mais diversos da terra e 

as explicações para este fato têm sido motivo de intenso debate, particularmente desde que 

Haffer (1969) e Vanzolini & Williams (1970) propuseram que a retração da floresta 

Amazônica e da fauna acompanhante, em distintos refúgios durante os ciclos glaciais do 

Pleistoceno, pode ter favorecido eventos de especiação geográfica (Lessa et al. 2003). 

Estudos mais recentes de datação baseados em DNA têm sugerido que estes eventos de 

especiação na região amazônica antecedem o Pleistoceno (Moritz et al. 2000, Rull 2008), 

mas os ciclos glaciais podem ter papel importante na formação dos padrões de distribuição 

da diversidade genética dentro das espécies. 

A natureza, significância e até mesmo a veracidade dos efeitos das mudanças 

climáticas do Pleistoceno na fragmentação da floresta amazônica ainda são bastante 

controversos (Clapperton 1993, Colinvaux et al. 1996, 2000, 2001, Haffer & Prance 200, 

Hooghiemstra 2001). Tem sido proposto que no último máximo glacial (LGM, do inglês 

Last Glacial Maximum) do Pleistoceno (~18-25.000 anos atrás), o clima era mais seco que 

na atualidade, e nesse cenário os habitat de florestas tropicais foram reduzidos a um 

mosaico de florestas abertas e savanas (Clapperton 1993, Vivo & Carmignotto 2004, 

Hewitt 2004). No Holoceno (~10.000 até o presente), o clima mudou novamente e 

gradualmente ficou mais úmido, o que pode ter levado ao restabelecimento da floresta 

amazônica (Haffer 1997). As críticas a esse cenário de fragmentação se apóiam em 

evidências palinológicas, que não provêm suporte a existência de uma vegetação de cerrado 

generalizada na região Amazônica durante o LGM (ex. Colinvaux et al. 1996, 2001; 

Kastner & Goñi 2003). Estes registros palinológicos provêem informações de alguns 

milhares de anos, porém dificilmente conseguem recuperar com precisão informações de 
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algumas centenas de milhares, ou seja, dos períodos glaciais do Pleistoceno prévios ao 

último período glacial. 

Recentes pesquisas paleoclimáticas sugerem que as variações climáticas na 

Amazônia ao longo do Pleistoceno foram mais freqüentes do que o previamente 

reconhecido, trazendo uma mudança teórica que passa das flutuações influenciadas pelas 

glaciações para aquelas dirigidas pelos ritmos de precessão dos equinócios (Mayle et al. 

2004, Noonan & Gaucher 2006). Portanto, à fragmentação da paisagem associada com o 

aumento da aridez e os ciclos glaciais, se somam estes efeitos mais regulares associados aos 

ciclos de Milancovitch, para explicar a distribuição da diversidade biológica. De um modo 

geral, isto desloca as expectativas filogeográficas de (i) grandes áreas de simpatria de 

espécies intimamente relacionadas (mas não irmãs) originadas em refúgios separados, com 

as distribuições atuais como resultado da conectividade cíclica dos dois refúgios (hipótese 

dos refúgios), para as de (ii) estrutura genética e níveis de divergência bem abaixo do 

esperado para especiação (hipótese de perturbação-vicariância, DV). Esta hipótese (DV), 

que procura relacionar padrões biogeográficos observados às flutuações climáticas 

históricas, foi proposta inicialmente por Colinvaux (1993), expandida por Bush (1994, 

Bush et al. 2002, 2005) e Mayle et al. (2004). 

A maioria dos estudos com o objetivo de elucidar a história biogeográfica da 

floresta Amazônica usando métodos genéticos tem focado em espécies encontradas dentro 

da floresta (Pennington et al. 2000). Alguns autores apontam que estudos genéticos de 

taxas que vivem fora das florestas podem potencialmente prover informação útil para 

entender esse suposto processo de fragmentação e recuperação da Amazônia (Pennington et 

al. 2004, Wüster et al. 2005). Nesses estudos, postula-se que as espécies distribuídas fora 

da floresta Amazônica, atualmente separadas pela floresta, devem ter tido uma distribuição 

contígua em algum momento no passado se a mata esteve fragmentada ou menos densa (i.e. 

evento de vicariância), e, portanto o momento deste evento de vicariância pode ser 

estimado e representa a época do último intercâmbio genético através da Amazônia. Wüster 

et al. (2005, Quijada-Mascareñas et al. 2007) argumentam que a vicariância de taxas de 

fora da floresta, separados atualmente pela Amazônia, representam evidência consistente da 

fragmentação. 
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Cochliomyia hominivorax (Calliphoridae) é um díptero endêmico das 

Américas, cuja fase larval se alimenta obrigatoriamente de tecidos vivos de hospedeiros de 

sangue quente (Guimarães et al. 1983). O habitat preferencial desse inseto é a interfase 

entre as florestas, onde vivem os adultos, e as áreas de pastagem, onde as fêmeas buscam os 

hospedeiros para depositarem seus ovos (Mangan & Thomas 1989, Parker et al. 1993, 

Phillips et al. 2004, Garcia et al. 2007). A atual distribuição dessa espécie compreende a 

América do Sul e algumas ilhas do Caribe, tendo sido erradicada da América do Norte e 

Central continental entre os anos 1957 e 2000 (Klassen & Curtis 2005). 

Em um trabalho recente, Fresia et al. (no prelo) identificaram que a diversidade 

genética de C. hominivorax na América do Sul está estruturada em dois grupos de 

populações, que se distribuem ao norte (NAG) e ao sul (SAG) da região Amazônica e 

sugeriram que os mesmos se separaram recentemente. Além disso, sugeriram que a floresta 

Amazônica deve atuar como barreira ao fluxo gênico nessa espécie. As oscilações 

climáticas do Pleistoceno parecem ter induzido a fragmentação da floresta Amazônica nos 

períodos de glaciação e a recuperação da mesma nos períodos interglaciais. Desta forma, as 

populações de C. hominivorax dos grupos NAG e SAG tiveram oportunidades de contato 

nos períodos glaciais, devido ao surgimento de regiões habitáveis na região Amazônica, 

assim como foram e são separadas nos períodos interglaciais. Nesse contexto, o objetivo 

desse trabalho foi testar a hipótese de perturbação-vicariância (DV) devido aos efeitos das 

flutuações climáticas do Pleistoceno na distribuição da diversidade genética da espécie, 

através de estimativas de tempo de divergência, simulações de coalescência e modelagem 

ecológica. Com isso pretendemos contribuir, considerando dados de uma espécie que habita 

no ecótono entre a floresta e as pastagens, para o entendimento dos efeitos dessas 

flutuações na formação da atual floresta Amazônica. 

 

Material e métodos 

Seleção das amostras 

No total, foram analisados 194 indivíduos de 36 localidades distribuídas na 

América do Sul, Central e do Norte (Tabela 1). Destes, 158 indivíduos de 16 localidades 

foram previamente analisados por Fresia et al. (no prelo), os restantes 21 indivíduos de 15 
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novas localidades da América do Sul foram incluídos nesse trabalho. Além das amostras de 

populações naturais, foram analisados 15 indivíduos provenientes de cinco linhagens de 

laboratório mantidas na Biofábrica de C. hominivorax do APHIS-USDA, Fargo, Dakota do 

Norte, EUA. Essas amostras foram doadas pelo pesquisador Richard L. Roehrdanz 

(APHIS-USDA) 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 da localidade 

de Cañas, Costa Rica, (3) OW87 de Orange Walk, Belize, (4) FC96 de Chiapas, México e 

(5) V81 de Veracruz, México. Todas as amostras foram coletadas originalmente nas 

localidades indicadas e transferidas para a Biofábrica (detalhes em Dev, La Chance & 

Whitten 1986, Roehrdanz 1989). As amostras coletadas em populações da América do 

Norte e Central continental foram obtidas antes da erradicação da espécie nos países e são 

representativas da diversidade das localidades citadas. 

 

Obtenção e análise das seqüências 

A extração do DNA total, a amplificação por PCR, bem como o 

sequenciamento dos fragmentos da região controle (CR), COI e COII mitocondriais, foram 

realizados seguindo os procedimentos descritos em Fresia et al. (no prelo). 

As seqüências foram alinhadas e comparadas com todas as seqüências obtidas 

por Fresia et al. (no prelo) para definição de haplótipos de cada fragmento gênico e das 

seqüências combinadas. A distância genética p entre os haplótipos, não corrigida, foi 

estimada no programa Mega versão 4.0 (Tamura et al. 2007), as estimativas de diversidade 

haplotípica (Ĥ) e nucleotídica (π) foram feitas usando o programa Arlequin versão 3.1 

(Excoffier et al. 2005). 
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Tabela 1. Localidades de amostragem, tamanho das amostras e distribuição dos haplótipos mitocondriais dos dados concatenados 
(CR-COI-COII) de C. hominivorax. ID: identificação da localidade, N: número de indivíduos amostrados na localidade. 

Grupo ID Localidade Lat. Long. N Haplótipos (N indivíduos) 

NC FAR1 Texas 29,424 -98,493 4 225 237 238 239 
NC FAR2 Veracruz 19,200 -96,133 1 240 
NC FAR3 Orange Walk 17,833 -88,833 4 230 231 234 235 
NC FAR4 Chiapa de Corzo 16,700 -93,000 1 228 
NC FAR5 Cañas 10,433 -85,100 5 226 227 232 233 236 
NAG VPF Punto Fijo 11,709 -70,204 1 89 
NAG VJG Juangriego 11,083 -63,950 2 89 173 
NAG VPO Porlamar 10,950 -63,850 1 86 
NAG VEV El Vigia  10,603 -66,889 1 91 
NAG VCA Carora 10,178 -70,073 1 85 
NAG VCR Caripe 10,166 -63,416 1 36 
NAG VLG La Guaira 10,166 -63,502 1 106 
NAG VBA Barquisimeto 10,050 -69,316 10 28 36 84 89(3) 174(2) 202(2) 
NAG VEN Encontrados 9,333 -72,216 11 26 38(2) 58 87 94 102 156 157 158 202 
NAG VSA Sarare 8,623 -71,650 2 88 153 
NAG COT Turbo 7,676 -76,686 12 34(2) 37 39(2) 54(5) 89 93 
NAG EAT Atacames 0,854 -79,835 1 59 
NAG ESD Santo Domingo -0,192 -78,501 1 54 
NAG ECH Chone -0,695 -80,088 2 43 60 
NAG EAR Archidona -0,906 -77,801 2 2 54 
NAG EPA Pangua  -1,182 -79,049 1 54 
NAG ECL Colimes -1,547 -80,008 2 38 53 
NAG ERV Rio Verde -2,324 -80,719 4 44 58 60(2) 
SAG BTO Touros -5,198 -35,460 10 64(2) 78 140(3) 159 166 175 197 
SAG BPT Patos -7,024 -37,280 2 78(2) 
SAG BSM Santa Maria das Barreiras -8,871 -49,712 11 3 4 13 50 62 121 124 132 140 163 175 
SAG BCO Cocalinhos -14,367 -51,000 6 10 11 29 57 69 168 
SAG BGN Goianira -16,496 -49,426 8 66 80 96 131 134 165 196 198 
SAG BGO Goiânia -16,678 -49,253 9 1(2) 73 107 111 164 185 191 201 
SAG BCA Caiaponia -16,956 -51,810 18 1 8 19(2) 24 51(2) 140(6) 145 150 155 169 183 
SAG BCR Cidade Costa Rica -18,543 -53,129 7 30 120 125 140 143(2) 146 
SAG BAQ Aquidauana -19,589 -56,088 6 112(2) 140 141 142 189 
SAG BCG Campo Grande -20,442 -54,646 10 76 129 140(5) 160 172 184 
SAG BSS São Sebastião do Paraiso -20,916 -46,991 7 41(2) 118 140(2) 187 190 
SAG BES Estiva -22,462 -46,017 18 15 50(3) 56 77 103 110 123 133 140(3) 184 187(3) 192 
SAG BCP Campinas -22,905 -47,060 11 20 55 70 116 117 126 127 135 149 151 181 
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Inferência filogenética e estimativas de tempo de divergência 

Para estimar as relações filogenéticas em C. hominivorax foi utilizado o 

conjunto de dados combinados dos genes CR, COI e COII. 

A inferência da genealogia e o suporte dos nós foram realizados no programa 

Beast versão 1.6 (Drummond & Rambaut 2007), com modelos particionados para 

incorporar informação evolutiva de cada gene. Os modelos de substituição nucleotídica 

para cada conjunto de dados foram selecionados no programa jModelTest versão 0.1.1 

(Posada 2008, Guindon & Gascuel, 2003). Foram selecionados os modelos HKY + I para o 

gene COI, HKY + I + G para o gene COII e HKY + G para CR. Foram realizadas duas 

corridas independentes de 20 milhões de gerações, os parâmetros foram amostrados a cada 

2000 gerações e foram descartados 10% dos valores iniciais (considerados aquecimento de 

cadeia - burn-in). As corridas foram analisadas e combinadas no programa Tracer 

(Rambaut & Drummond 2007). As estimativas de tempo de divergência dos clados obtidos, 

com probabilidade posterior maior que 50%, foram realizadas aplicando-se uma taxa de 2% 

por milhão de ano para o gene COI. A média das estimativas, bem como o limite de 95% de 

maior densidade posterior (HPD), foram obtidos no programa Tracer (Rambaut & 

Drummond 2007) após os dados das corridas independentes terem sido combinados. 

 
Demografia histórica 

A dinâmica populacional no passado das linhagens filogeográficas de C. 

hominivorax foi investigada através de Bayesian skyline plots (BSP; Drummond et al. 

2005). Este método genealógico permite estimar o tamanho efetivo (Nef, tamanho efetivo 

das fêmeas para dados mitocondriais) das populações através do tempo e não requer para a 

análise, a especificação a priori de um modelo demográfico (ex. tamanho constante, 

crescimento exponencial, crescimento logístico ou crescimento expansivo). As genealogias 

e parâmetros do modelo estimados nesta análise foram amostrados a cada 2000 iterações 

em corridas de 20 milhões de gerações com 10% das amostras iniciais descartadas como 

aquecimento das cadeias (burn-in). 

As mudanças do Nef foram também investigadas através das estimativas do D 

de Tajima (Tajima 1989), o Fs de Fu (Fu 1997) e da distribuição das diferenças pareadas 
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entre seqüências de DNA (mismatch distributions). Para ambos os testes de neutralidade, 

valores próximos a zero são esperados se os tamanhos das populações têm se mantido 

estáveis, assim como valores negativos e significativos se as populações atravessaram uma 

expansão populacional recente e valores positivos significativos se as populações 

experimentaram gargalos (Tajima 1989, Fu 1997). A comparação entre as distribuições 

teóricas com as observadas das diferenças pareadas entre seqüências de DNA também 

ajuda a interpretar a demografia das populações. Uma distribuição unimodal indica uma 

expansão recente e uma distribuição multimodal indica diminuição do tamanho 

populacional ou estruturação (Excoffier et al. 1992; Rogers & Harpending 1992; Rogers et 

al. 1996; Schneider & Excoffier 1999). Uma distribuição multimodal também pode indicar 

que a população está influenciada por migração, é subdividida e/ou atravessou uma 

contração histórica (Marjoram & Donnelly 1994, Bertorelle & Slatkin 1995, Ray et al. 

2003). Os testes de neutralidade, as distribuições pareadas e a significância estatística, 

avaliada por 10.000 permutações, foram estimados no programa Arlequin versão 3.1 

(Excoffier et al. 2005). 

 

Biogeografia histórica 

A estruturação filogeográfica do DNAmt previamente encontrada em C. 

hominivorax (Fresia et al. no prelo) forneceu uma oportunidade para testar hipóteses sobre 

eventos históricos de vicariância na região Amazônica. Devido ao fato de que as ilhas do 

Caribe apresentam uma história mais recente e são produto da colonização a partir de 

populações continentais, neste trabalho centramos a atenção na região continental e 

tropical. 

Duas hipóteses filogeográficas simples foram testadas através de simulações de 

coalescência neutras de genealogias contidas dentro de dois modelos de divergência 

populacional (Figura 1). Uma vez que não foi detectado isolamento por distância na região 

estudada (Lyra et al. 2009; Fresia et al. no prelo), o primeiro modelo adotado (hipótese 1 - 

H1) foi a fragmentação de uma única população ancestral. Este modelo postula que todas as 

populações (aqui, grupos de populações) ocorreram simultameamente a partir de uma 

população ancestral única. O segundo modelo de divergência (hipótese 2 - H2) considera 
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que as populações inicialmente se separam em dois refúgios, um na América do Sul e outro 

na América Central, e em um momento posterior ocorreu um evento de vicariância que 

separou as populações do norte e do sul da região Amazônica. Uma vez que nosso objetivo 

foi testar o ajuste dos dados do DNAmt de C. hominivorax a estes modelos, diferentes 

tempos de divergência foram usados. Estes tempos correspondem a diferentes episódios 

paleoclimáticos do Pleistoceno (revisado em Gradstein et al. 2004): o período posterior ao 

ultimo máximo glacial (T1, ~10.000 anos atrás), o interglacial Sangamon (T2, ~140.000 

anos atrás) e o pico frio mais recente do interglacial Yarmouth (T3, ~240.000 anos atrás). 

 

Figura 1. Duas hipóteses testadas em modelos de divergência dos grupos de populações. 

NC, grupo que inclui América do Norte e América Central, NAG, norte da região 

Amazônica e SAG, sul da região Amazônica. 

 

Os testes das hipóteses foram realizados no programa Mesquite versão 2.73 

(Maddison & Maddison 2010), levando-se em consideração os resultados de estruturação 

obtidos por Fresia et al. (no prelo), o comprimento do ramo e largura do ramo (tamanho 

efetivo da população, Ne). Para definir Ne, primeiro se estimou a diversidade genética θ 

(=Nef�), dentro da espécie e dentro dos grupos definidos pelos modelos de divergência. 
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Uma estimativa geral de θ foi calculada usando o método de Watterson no programa dnaSP 

versão 5 (Librado & Rozas 2009) para fornecer uma medida imparcial da diversidade 

ancestral. Para cada grupo, as estimativas de θ por sítio foram feitas no programa Lamarc 

versão 2.1.3 (Kuhner 2006), que permite o crescimento ou declínio dentro de uma 

população. Foi usada uma abordagem bayesiana com os seguintes parâmetros de busca: 

uma cadeia curta de 10.000 gerações e uma cadeia comprida de dois milhões de gerações 

com três repetições, as cadeias foram amostradas cada 20 gerações seguindo aquecimento 

(burn-in) de 100.000 gerações, árvores iniciais aleatórias, razão de transições/transversões, 

freqüências nucleotídicas empíricas e um valor inicial de θ estimado pelo método de 

Watterson. Para assegurar a convergência sobre valores similares de θ, os cálculos foram 

repetidos três vezes. A partir das estimativas de θ e a taxa de mutação de 2% por milhão de 

anos (aproximação média de mutação para genes mitocondriais DeSalle et al. 1987, Brower 

1994, Megens et al. 2004), o Nef foi obtido. O tempo de geração usado foi de 23,95 dias, 

calculado com base na formula T = α + [s/(1 – s)] (Lande et al. 2003), sendo que α é a 

idade de maturidade e s a taxa de sobrevivência anual dos adultos, estimada em 0,798 para 

C. hominivorax (Matlock & Skoda 2009). Estimativas de parâmetros populacionais, como 

θ, calculados a partir de um único locus têm um erro inerentemente grande (Edwards & 

Beerli 2000). Portanto, para garantir a robustez de nossas conclusões frente a mudanças na 

estimativa, as simulações foram realizadas utilizando Nef calculados a partir da estimativa 

pontual de θ e dos limites inferior e superior (IC 95%). 

A discordância entre a genealogia gênica dos dados combinados do DNAmt de 

C. hominivorax e o modelo de divergência populacional foi medida pelo valor S, o qual 

corresponde ao número mínimo de eventos de amostragem (sorting events) necessários 

para produzir a genealogia dentro do modelo de divergência populacional (Slatkin & 

Maddison 1989). O valor S é uma medida do número de passos no caminho mais 

parcimonioso para um caráter em uma árvore gênica reconstruída, de forma tal que quanto 

maior a discordância entre as árvores populacional e gênica, maior será o valor de S. Para 

essa árvores gênicas o estado de carater do haplótipo é definido como sua população de 

origem. Se partirmos do pressuposto que as populações foram separadas por um longo 

período de tempo (e N >> tamanho amostral), o único processo que causa discordância é a 
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migração. Caso contrário, o processo evolutivo de separação das linhagens genéticas 

(lineage sorting) pode contribuir nas diferenças. A significância do S observado, para as 

genealogias gênicas, sob cada hipótese, foi testada gerando distribuições nulas simulando 

1000 árvores num processo coalescente sem migração. Para rejeitar uma hipótese, devemos 

observar um valor de S significativamente menor da genealogia dos nossos dados em 

relação aos das simulações. Para calcular os p valores para os S observados nestas análises, 

foi realizado um ajuste à distribuição normal com média e desvio padrão dado de cada 

simulação. 

 

Modelagem ecológica 

O programa Maxent versão 3.3.3a (Phillips et al. 2006) foi usado para predizer 

a distribuição atual de C. hominivorax e projetá-la no passado. Este programa tem sido 

desenvolvido dentro da comunidade científica de aprendizado da máquina (machine 

learning) implementando um algoritmo para fazer predições e inferências a partir de 

informações incompletas. O algoritmo do Maxent realiza estimativas da distribuição 

geográfica de uma espécie a partir dos dados ambientais das localidades em que a 

ocorrência da espécie foi reportada, encontrando a distribuição de máxima entropia 

(Phillips et al. 2006) para prever onde mais a espécie pode ocorrer devido a semelhanças 

ambientais com as localidades onde foi registrada. Este foi o modelo escolhido, pois em 

geral supera outros modelos em predizer a distribuição atual de uma espécie usando 

unicamente dados de presença (Elith et al. 2006). 

Dados de distintas localidades da atual distribuição geográfica de C. 

hominivorax, assim como de regiões ocupadas previamente à erradicação, foram usados 

para produzir o modelo de nicho ecológico. De um total de 121 registros para a espécie 

(Anexo I), 60 foram obtidos na literatura e 61 foram localidades amostradas para trabalhos 

do Laboratório de Genética e Evolução Animal (LGEA) – UNICAMP. A latitude e 

longitude das localidades de amostragem foram obtidas por GPS e as referências 

geográficas obtidas na literatura foram checadas para erros. Utilizando a base de dados 

WorldClim (http://www.worldclim.org), obtivemos 19 variáveis climáticas para o presente, 

para o último máximo glacial (LGM, ~21.000 anos atrás) e para o último período inter-
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glacial (LIG, ~120.000 – 140.000 anos atrás) em formato raster com uma resolução 

espacial de 2,5 arc-min (~5 km2, Hijmans et al. 2005). As variáveis dos três períodos foram 

recortadas para uma área que contém América do Sul, América Central, América do Norte 

até o centro dos EUA e o Caribe. A correlação entre as 19 variáveis climáticas para a área 

de interesse foi estimada usando o programa ENMTools versão 1.1 (Warren et al. 2008, 

Warren et al. 2010). Foram selecionadas as seis variáveis independentes na área de 

interesse, temperatura máxima do mês mais quente (BIO5), temperatura mínima do mês 

mais frio (BIO6), o coeficiente de variação da sazonalidade das precipitações (BIO15), a 

precipitação do trimestre mais seco do ano (BIO17), a precipitação do trimestre mais 

quente do ano (BIO18) e a precipitação do trimestre mais frio do ano (BIO19). O modelo 

foi desenvolvido para ocorrências dentro da área representada nas Figuras 3, 4 e 5. As 

ocorrências foram divididas em dados de treinamento e de teste, sendo 75% dos dados 

usados para a predição do modelo e 25% para validação do modelo. O modelo resultante 

foi avaliado com a Receiver Operating Characteristics Curve (ROC) calculando a área 

abaixo da curva (AUC), um índice limiar independente amplamente utilizado em estudos 

ecológicos. A curva ROC foi criada através da plotagem dos valores de sensibilidade, a 

fração de verdadeiros-positivos contra 1 – especificidade, e a fração de falsos-positivos 

para todos os limiares de probabilidade disponíveis (Manel et al. 2001). A AUC é uma 

medida da área sob a ROC variando de 0,5 (precisão aleatória) a um valor máximo de 1,0 

(discriminação perfeita). Um valor mínimo de AUC de 0,75 para o grupo teste foi 

considerado para um bom desempenho do modelo (Elith et al. 2006, Suárez-Seoane et al. 

2008). A saída do Maxent consiste num mapa contínuo em que cada célula tem um índice 

de adequação entre 0 e 1. Valores baixos indicam que as condições são inadequadas para a 

ocorrência da espécie, enquanto que valores altos indicam que as condições são adequadas. 

Para representar a adequação ambiental como um caráter binário (presença/ausência), foi 

utilizado um limiar acumulativo que equilibra omissão do treinamento, área prevista, e o 

limiar, i.e. que equilibra os erros de comissões e omissões (Phillips et al. 2006). Entre os 

limiares testados pelo programa, a probabilidade acumulativa de 10 foi escolhida como 

corte, nível que rejeita 10% dos menores valores. Apesar de arbitrário, este nível foi 

selecionado para uma interpretação mais conservadora de adequação do habitat, já que 
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ainda mantém uma baixa taxa de omissão (Pearson et al. 2007). Os valores abaixo do limiar 

foram transformados em zero. O modelo resultante foi projetado no último máximo glacial 

(LGM ~21.000 anos atrás, modelos CCSM e MIROC) e o último máximo intergalcial (LIG 

~120.000 – 140.000 anos atrás) para avaliar visualmente as possíveis conexões entra as 

regiões onde os distintos grupos regionais de C. hominivorax estão distribuídos. 

 
Resultados e Discussão 

Foram seqüenciados 1752pb (510pb da CR, 731pb do COI e 511pb do COII) 

do genoma mitocondrial de 194 indivíduos de C. hominivorax da região tropical de 

América do Sul, América Central e América do Norte. Foram observados 45 sítios 

variáveis nas seqüências de CR, 41 em COI e 27 em COII, e identificados 55, 49 e 28 

haplótipos, respectivamente. Os três fragmentos foram combinados (CR-COI-COII = 

1752pb) e um total de 132 haplótipos foram identificados. A distância genética média entre 

os haplótipos combinados foi 0,0037 (0-0,0099), a diversidade nucleotídica (π), 0,005336 

(s.d. ±0,002724) e a diversidade haplotípica (Ĥ), 0,9832 (s.d. ±0,0050). 

Entre os 132 haplótipos mitocondriais de C. hominivorax encontrados em toda 

a área estudada, 23 foram encontrados em mais de um indivíduo, e os restantes (109 

haplótipos) em um único indivíduo. O haplótipo 140, o mais freqüente (11,34%) em toda a 

amostra, esteve presente em oito das 13 localidades do sul da região Amazônica (SAG), 

assim como já havia sido identificado anteriormente em Fresia et al. (no prelo). O segundo 

mais freqüente (4,12%), o haplótipo 54, só esteve presente em localidades do norte da 

região Amazônica (NAG). O haplótipo 89, que representa 3,09% da amostra, também foi 

unicamente encontrado em NAG. Interessantemente, estes dois haplótipos (54 e 89) 

freqüentes em NAG só foram encontrados juntos na Colômbia, sendo que o 54 foi também 

encontrado no Equador e o 89 na Venezuela. Para as amostras das localidades da América 

do Norte e Central, foram identificados haplótipos novos e únicos para cada indivíduo 

(Tabela 1). A análise conjunta dos dados revelou que esses haplótipos estão proximamente 

relacionados com as amostras coletadas em Cuba (analisadas por Fresia et al. no prelo, para 

dados de comparação ver Discussão Geral) e distantes geneticamente das amostras de NAG 



 

 54

e SAG. O grupo formado por estas amostras foi denominado NC e é equivalente ao grupo 

CG de Fresia et al. (no prelo). 

Na Figura 2 está representada a genealogia gênica inferida pelo método 

bayesiano e as estimativas de tempo de divergência dos nós com probabilidade superior a 

80%. Nesta genealogia é possível identificar três haplogrupos principais, sendo que o 

haplogrupo I, formado pelas amostras da América do Norte e Central continental (NC), está 

geneticamente mais distante das amostras da América do Sul. As amostras de SAG e NAG 

aparecem nos dois outros haplogrupos e não formam grupos monofileticamente recíprocos 

correlacionados com a distribuição geográfica. Apesar disso, as amostras de cada grupo 

geográfico tendem a agrupar sempre juntas (exceto 4 amostras de NAG), mesmo com 

probabilidades posteriores inferiores a 80% (em azul e verde na figura), sendo que no 

haplogrupo II aparecem dois subgrupos (II-a e II-b, na Figura 2) com alta probabilidade 

posterior. As quatro amostras de NAG agrupadas com SAG foram interpretadas como 

efeito de migração mediada pelo homem, ou aliens, a exemplo de outros trabalhos (ex. 

Beheregaray et al. 2004). 

O tempo de coalescência a um ancestral comum mais recente (tMRCA) desta 

amostra de C. hominivorax (que junta os três haplogrupos) foi estimado em 249,5 mil anos 

(limites: 146-361), entre o Pleistoceno médio e tardio, e representa a separação entre 

América do Norte/Central (NC) e América do Sul (NAG e SAG). Essa datação média é 

aproximadamente o período mais quente do interglacial Yarmouth (~240.000, Gradstein et 

al. 2004). Estima-se que a separação entre os haplogrupos II e III (Figura 3) tenha ocorrido 

hà aproximadamente 150 mil anos (limites: 93-212) e a separação entre os subgrupos II-a e 

II-b hà aproximadamente 58.000 anos atrás (limites: 35-76). 

Neste cenário, as separações entre os haplogrupos I, II e III ocorreram antes do 

LGM (~21.000 anos atrás), sendo que estas separações parecem ter ocorrido em períodos 

de transição entre máximos frios e máximos quentes (na média em períodos de picos 

quentes de temperatura; Petit et al. 1999). Estas separações estão, portanto, correlacionadas 

com oscilações climáticas do Pleistoceno. Apenas a separação entre II-a e II-b parece ter 

ocorrido em momentos de clima mais frio e mais estável, e nesse caso outros fatores, que 

não o clima, podem ter influenciado essa divergência. 
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Figura 2. Genealogia bayesiana dos dados mitocondriais de C. hominivorax combinados 

(CR-COI-COII). Os pontos negros indicam divergência de clados com probabilidade 

posterior > 80%. Os valores juntos aos pontos são os tempos de divergência em milhares de 

anos (95% HPD). A cor azul indica os agrupamentos de indivíduos do norte da Amazônia 

(NAG), a cor verde os do sul da Amazônia (SAG) e a cor vermelha os indivíduos de 

América Central e do Norte (NC). Os números I, II e III designam os haplogrupos e (a, b) 

os sub-haplogrupos de II. 

 

Fresia et al. (artigo 1 – no prelo) analisaram populações de C. hominivorax em 

toda a distribuição geográfica atual da espécie e identificaram que a diversidade genética 

dessa espécie na América do Sul estava estruturada em dois grupos regionais principais. 

Esses dois grupos de populações (NAG e SAG) não compartilham haplótipos, porém a 
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divergência genética encontrada entre os mesmos foi baixa. Isto levou os autores a sugerir 

uma separação recente que não se reflete na divergência dos haplótipos, que deve levar 

mais tempo. Estes resultados, junto aos dados ecológicos que mostram C. hominivorax 

como uma espécie que principalmente habita o ecótono entre as florestas e áreas abertas de 

pastagem, sugerem que a recuperação da floresta Amazônica nos momentos interglaciais 

pode representar uma barreira ao fluxo gênico entre NAG e SAG. Os resultados obtidos 

aqui na inferência genealógica para estruturação das amostras nos haplogrupos II e III 

sugerem momentos de contato e separação entre NAG e SAG, o que parece estar associado 

com os ciclos do Pleistoceno e não indicam um único momento de separação. Isso sugere 

que a floresta Amazônica passou por momentos de fragmentação permitindo o contato 

entre os grupos em diferentes períodos do Pleistoceno. Espécies associadas a habitats 

abertos, ao contrário de taxas de floresta, podem ter sido favorecidas em um cenário de 

redução de mata e aumento de savana ou florestas semi-abertas (Hewitt 2004, Vivo & 

Carmignotto 2004). Isto parece estar refletido na expansão populacional que experimentou 

C. hominivorax desde o último máximo glacial. 

Um modelo da distribuição atual de C. hominivorax foi criado com base nos 

121 registros (Anexo I) e nas seis variáveis climáticas escolhidas (Figuras 3). Este modelo 

foi projetado no último máximo glacial (LGM) usando os modelos CCSM e MIROC 

(Figura 4) e no último período interglacial (LIG, Figura 5). O grupo teste para investigar o 

desempenho do modelo consistiu em 30 registros e resultou em um AUC de 0,786. Para os 

dados de treinamento, o AUC foi de 0,829, mostrando a boa capacidade de predizer do 

modelo. As probabilidades abaixo de um limiar de 0,275 foram classificadas como 

ausências e transformadas em valores nulos. 

O modelo da distribuição atual de C. hominivorax mostra amplas áreas com 

probabilidades que vão de médias a altas no Uruguai, Bolívia, Paraguai, assim como no sul, 

centro-oeste, nordeste e o estado de Acre no Brasil. No norte da região Amazônica, se 

observam regiões de alta probabilidade no Panamá, Colômbia, Venezuela e Equador. Este 

modelo também detectou uma grande área de ausência na região de floresta Amazônica 

densa, de acordo com trabalhos prévios que indicam que C. hominivorax não habita dentro 

de florestas fechadas (Thomas & Mangan 1989, Thomas 1993, Phillips et al. 2004). Ambas 
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as projeções no LGM (CCSM e MIROC) mostram um aumento da probabilidade de 

ocorrência de C. hominivorax na região Amazônica, particularmente na região de floresta 

densa. Este cenário, do LGM, pode ter brindado a possibilidade de intercâmbio de 

migrantes entre as duas regiões. O modelo CCSM indica áreas de alta probabilidade no 

nordeste do Brasil, Equador, Colômbia, Venezuela e Panamá. Finalmente, a projeção no 

LIG mostra que as maiores regiões com probabilidade alta se encontram no norte do 

continente (Colômbia, Venezuela e Guianas) e América Central, porém se detectaram 

algumas pequenas regiões no nordeste do Brasil e na Bolívia. Esta projeção, assim como o 

modelo da distribuição atual, mostra uma grande região de ausência na Amazônia. 

De forma geral, a modelagem ecológica mostra a ausência de C. hominivorax 

na região de floresta densa no LIG e no presente, assim como indica que no LGM essa 

região foi mais propícia para a espécie. Isto está de acordo com os dados ecológicos que 

indicam que a espécie não habita regiões que possuem matas fechadas e indica que em 

momentos de temperatura mais quente, as populações do norte e do sul da região 

Amazônica se encontram separadas pela floresta. A modelagem ecológica também indica 

que as regiões de maior probabilidade de ocorrência se encontravam ao norte no último 

interglacial (LIG) e foram trasladando-se para o sul da região Amazônica.  
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Figura 3. Mapa com as probabilidades de ocorrência de C. hominivorax produzidos no 

Maxent correspondente à distribuição atual. 
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A)                                                                                                                                        B) 

 
 
Figura 4. Mapas com as probabilidades de ocorrência de C. hominivorax produzido no Maxent correspondente a distribuição 

projetada no último máximo glacial (LGM ~21.000 anos atrás). A) modelo paleoclimático CCSM e B) modelo paleoclimático 

MIROC. 
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Figura 5. Mapa com as probabilidades de ocorrência de C. hominivorax produzido no 

Maxent correspondente à distribuição no último máximo quente (LIG ~120.000-140.000 

anos atrás) usando o modelo paleoclimático LIG. 
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Para determinar se os dados de C. hominivorax se ajustavam a algum dos 

modelos populacionais propostos (H1 e H2) e investigar os possíveis tempos de 

divergência (10.000, 140.000 e 240.000), valores de S (Slatkin & Maddison 1989) foram 

calculados para a genealogia dos dados e comparados com a distribuição dos valores de S 

das simulações de coalescência (Figura 6). O valor de S para a genealogia bayesiana dos 

dados mitocondriais combinados de C. hominivorax foi igual a quatro (S = 4). A Tabela 2 

apresenta os dados estimados para cada um dos grupos de populações (para θ médio, limite 

inferior e superior) e modelo, além da probabilidade do S observado estar ajustado ao 

modelo. 

 

Tabela 2. Estimativas de θ para cada grupo de populações e de S para cada modelo nos 

tempos de divergência propostos (ver Figura 2). H1 e H2: modelos; A, B e C: tempos de 

divergência considerados em cada modelo (em milhares de anos); Sme: estimativa de S 

médio do modelo; σ: desvio padrão da distribuição de Sme. Em negrito, modelo em que S 

observado (S = 4) para os dados tem probabilidade maior que 0,05 de se ajustar a 

distribuição de S estimada no modelo. *p<0.05. 

 

      Médio Inferior Superior T  

θ  NC 0,00181 0,00067 0,00410  
  NAG 0,00964 0,00634 0,01521  
  SAG 0,02960 0,02152 0,03917  

θancestral   0,00993 0,00759 0,01227  

 A Sme 4,85 4,313 6,048 240 
   σ  1,018 0,89 1,14   
H1 B Sme 8,052* 6,87* 10,157* 140 
   σ 1,12 0,97 1,07   
 C Sme 39,88* 35,27* 43,309* 10 
    σ 1,79 1,024 0,89   

 A Sme 7,56* 6,77* 9,17* 240, 140 
H2   σ 1,13 0,97 0,86   
 B Sme 1,16* 7,37* 10,728* 140, 10 
    σ 1,62 1,14 1,21   
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Figura 6. Testes das hipóteses filogeográficas comparando os valores de S observados para 

a genealogia bayesiana dos dados mitocondriais de C. hominivorax (linha ponteada), com a 

distribuição dos valores de S obtidos nas simulações dentro dos modelos de divergência 

populacional. No primeiro gráfico estão apresentadas as distribuições estimadas para o 

modelo H1 e no segundo gráfico as distribuições para H2 (ver Figura 2). 

 

As simulações realizadas mostram que apenas o modelo de fragmentação 

simultânea a partir de um ancestral comum amplamente distribuído (H1) há 

aproximadamente 240.000 anos não pode ser rejeitado (para θ médio, inferior e superior). 

A Figura 6 apresenta as distribuições de S estimados para as hipóteses H1 e H2 com θ 

médio. As simulações rejeitaram a divergência posterior ao LGM (~10.000 anos atrás) para 

os dois modelos, além de rejeitar o modelo H2, em que as divergências populacionais 
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acontecem de forma seqüencial, com uma primeira divergência entre as populações de 

América Central e do Norte das de América do Sul.  

É importante notar que esse cenário pode estar de acordo com os resultados da 

genealogia bayesiana e os tempos de divergência estimados (Figura 2), em que as 

estimativas de tempo de separação para os haplogrupos I, II e III se sobrepõem quando 

considerados os intervalos de confiança das estimativas. E por causa disso, podem não 

refletir a separação de NAG, SAG e NC em um momento único no passado, e sim a 

separação dos haplogrupos I, II e III (mesmo que o modelo tenha considerado valores 

populacionais para cada grupo). Portanto, a relação entre os grupos NAG e SAG deve ser 

reticulada refletindo as oscilações climáticas do Pleistoceno, e assim os eventos de 

separação e contato entre as duas regiões. 

A demografia histórica de C. hominivorax foi investigada para haplogrupos (ou 

sub haplogrupos) inferidos na genealogia gênica com probabilidade posterior maior que 

80%. Encontramos valores negativos e significativos de Fs e D para o haplogrupo III e sub-

haplogrupos II-a e II-b (III: Fs = -25,28, p < 0,0001, D = -1,90, p < 0,01; II-a: Fs = -6,65, p 

< 0,0001, D = -1,97, p < 0,05; II-b: Fs = -9,87, p < 0,0001; D = -1,92, p <0,05) indicando 

expansão populacional na América do Sul, como anteriormente identificado por Fresia et 

al. (no prelo). No haploglupo I, que agrupa os indivíduos distribuídos na América Central e 

do Norte (NC), encontramos valores negativos significativos do Fs (-13,40, p ≤ 0,0001) e 

valores não significativos do D (p = 0,837). A distribuição das diferenças pareadas foi 

analisada através da comparação das curvas observadas e esperadas para um modelo de 

expansão populacional recente. Os sub-haplogrupos II-a, II-b e o haplogrupo III mostraram 

distribuições unimodais e não diferem significativamente do modelo sugerido de expansão. 

O haplogrupo I apresentou uma distribuição bimodal, porém não se detectaram diferenças 

significativas com o modelo de expansão (SSD = 0,227, rg = 0,109, p = 0,484). Estes 

resultados se espelham na inferência feita na análise de BSP (Bayesian skyline plot), para 

cada haplogrupo (Figura 7). Nesta análise pudemos observar o crescimento do tamanho 

efetivo populacional do haplogrupo III, único que apresenta um valor elevado de Fs. Este 

clado é o mais amplamente distribuído agrupando indivíduos de NAG e SAG que ainda não 

apresentam sinais de divergência significativa, refletindo, portanto, a história e o processo 
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de expansão detectado para C. hominivorax na América do Sul (artigo 1 – Fresia et al. no 

prelo).  

Os sub-haplogrupos II-a e II-b apresentam aumentos populacionais graduais 

moderados. Para II-a, esse resultado provavelmente está relacionado à distribuição 

geográfica restrita do mesmo (Venezuela e somente 2 amostras da Colômbia). Para II-b isso 

não é tão claro, já que este haplogrupo agrupa indivíduos do Centro-Oeste e do Nordeste do 

Brasil. O haplogrupo I apresenta uma diminuição e um aumento populacional recente. 

Porém, devido ao tamanho amostral e ao fato de que esses indivíduos foram mantidos no 

laboratório, provavelmente atravessando um gargalo populacional, é difícil fazer 

inferências sobre sua demografia histórica. 

 

 

 

Figura 7. Bayesian Skyline Plot dos haplogrupos I, II-a, II-b e III de C. hominivorax 

(Figura 2). O eixo x representa o tempo em milhões de anos e o eixo y o tamanho efetivo 

relativo da população (Nef). A linha negra representa à mediana, e as linhas azuis mostram 

os limites 95% HPD. 
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Os resultados obtidos nos permitem concluir que as populações de C. 

hominivorax têm atravessado períodos de separação e posterior contato nos distintos ciclos 

de aumento e diminuição da temperatura. Isto está de acordo com a hipótese de 

perturbação-vicariância (DV) em que se espera a estruturação das populações de espécies 

influenciadas por estes ciclos, mas com níveis baixos de divergência. A baixa divergência 

das seqüências mitocondriais se reflete na topologia da genealogia, na qual foi difícil 

observar clados que refletissem a estrutura geográfica de NAG e SAG previamente 

detectada (artigo 1), apesar dos haplogrupos II-a e II-b. Porém, estes últimos agrupam 

relativamente poucos indivíduos. A demografia histórica da espécie mostra um processo de 

expansão populacional no haplogrupo III o que pode ser responsável pela baixa 

diferenciação das populações de C. hominivorax na região norte e sul da América do Sul 

(Fresia et al. no prelo). As simulações permitiram estabelecer o momento de separação de 

NC em relação à NAG e SAG, porém o resultado sugere que modelos mais complexos que 

permitam incluir reticulação deveram ser considerados (ex. modelos de simulação baseados 

no ABC – Approximate Bayesian Computation). 

A integração das distintas abordagens, como simulações de coalescência e a 

modelagem ecológica, permitiram avaliar o processo de divergência em C. hominivorax. As 

análises realizadas sugerem que as mudanças climáticas promoveram a separação, 

expansão e mistura das populações na região Amazônica nos diferentes ciclos ao longo do 

Pleistoceno. Estes processos históricos parecem ter inibido uma divergência maior que a 

observada atualmente em C. hominivorax mas não o fluxo gênico atual entre os grupos de 

populações. 
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ANEXO I: Localidade de ocorrência de C. hominivorax utilizadas para produzir o modelo de nicho ecológico. LGEA: 
Laboratório de Genética e Evolução Animal-UNICAMP. 

  País Estado Localidade Ano Lat. Long. Referência 
1 EUA Texas Brooks County 1976 27,03 -98,23 Whitten, 1980 
2   Sonora Sinaloa 1982–1985 28,58 -111,52 Roehrdanz, 1989 
3  Tamaulipas Gonzalez 1993 22,80 -98,70 Taylor et al., 1996b 
4  Veracruz Panuco 1993 22,05 -98,17 Taylor et al., 1996b 
5  Colima Colima 1980 19,23 -103,72 Krafsur & Whitten, 1993 
6  Veracruz Veracruz 1982-1985 19,20 -96,13 Roehrdanz, 1989 
7  Colima Manzanillo 1980 19,05 -104,32 Krafsur & Whitten, 1993 
8 México Quintana Roo Calderitas 1985 18,55 -88,25 Thomas & Mangan, 1989 
9  Quintana Roo Chetumal 1982-1985/1984 18,50 -88,30 Roehrdanz, 1989 / LaChance & Whitten, 1986 
10  Chiapas Cintalapa 1994 16,92 -91,35 Taylor et al., 1996b 
11  Chiapas Chiapa de Corzo 1994 16,70 -93,00 Taylor et al., 1996b 
12  Oaxaca Jamiltepec 1983 16,28 -97,82 LaChance & Whitten, 1986 
13  Chiapas Arriaga 1982–1985 16,23 -93,90 Roehrdanz, 1989 
14  Chiapas Villa Flores 1983 16,23 -93,23 LaChance & Whitten, 1986 
15  Chiapas Palenque 1983 15,63 -92,65 LaChance & Whitten, 1986 
16   Chiapas Acaptetuhua 1982–1983 15,28 -92,70 LaChance & Whitten, 1986 
17 Guatemala Guatemala Guatemala 1982–1985 14,62 -90,53 Roehrdanz, 1989 
18 Belize Orange Walk Orange Walk 1986 18,07 -88,55 Thomas & Mangan, 1989 
19   Alajuela Bijagua 19921993 10,73 -85,10 Taylor & Peterson II, 1994 
20  Guanacaste CR14 1993 11,03 -85,52 http://data.gbif.org/ 
21  Guanacaste CR11 1991/1988 10,99 -85,43 http://data.gbif.org/ 
22  Guanacaste CR12 1991 10,98 -85,54 http://data.gbif.org/ 
23  Guanacaste CR8 1995 10,88 -85,41 http://data.gbif.org/ 
24  Guanacaste CR7 1995 10,80 -85,68 http://data.gbif.org/ 
25 Costa Rica Guanacaste CR9 1996 10,76 -85,31 http://data.gbif.org/ 
26  Guanacaste CR6 1993 10,58 -85,02 http://data.gbif.org/ 
27  Guanacaste Cañas 1989 10,43 -85,10 Taylor et al., 1996 
28  Guanacaste CR13 1997 10,01 -84,51 http://data.gbif.org/ 
29  Guanacaste La Emilia 1992 10,42 -85,20 Taylor & Peterson II, 1995 
30  Puntarenas CR5 1997 9,75 -83,78 http://data.gbif.org/ 
31  Puntarenas Montezuma 1992 9,65 -85,07 Taylor & Peterson II, 1996 
32  Puntarenas CR4 1992 9,39 -84,13 http://data.gbif.org/ 
33  Puntarenas CR3 1998 8,92 -82,80 http://data.gbif.org/ 
34   Puntarenas CR2 1998 8,53 -83,43 http://data.gbif.org/ 
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35 Cuba Pinar del Río Pinar del Río 2007 22,42 -83,70 LGEA 
36  Isla de la Juventud Ciro Redondo 2007 21,88 -82,90 LGEA 
37  Ciego de Ávila Ciego de Avila 2007 21,84 -78,76 LGEA 
38 Cuba Las Tunas Las Tunas 2005 20,96 -76,95 McDonagh et al., 2009/ LGEA 
39  Santiago de Cuba Santiago de Cuba 2007 20,02 -75,82 LGEA 
40   Guantanamo Bahía de Guantanamo 1993 20,00 -75,13 Taylor et al., 1996 
41 Rep. Dom. Santo Domingo Santo Domingo 2006 18,47 -69,90 LGEA 
42 Jamaica Kingston Kingston 2005 18,00 -76,79 LGEA 
43 Trinidad &    Puerto España 2005 10,65 -61,52 LGEA 
44 Tobago  Noreste 2005 10,53 -61,09 LGEA 
45     San Fernando 2005 10,28 -61,47 LGEA 
46   Falcón Punto Fijo 2003 11,71 -70,20 LGEA 
47  Distrito Federal La Guaira 2003 10,60 -66,89 LGEA 
48  Aroa Experimento 1 2006 10,44 -68,88 Coronado & Kowalski, 2009 
49 Venezuela Lara Carora 2003 10,18 -70,07 LGEA 
50  Monagas Caripe 2003 10,17 -63,50 LGEA 
51  Lara Sarare 2003 9,78 -69,17 LGEA 
52  Encontrados Experimento 2 2006 9,07 -72,24 Coronado & Kowalski, 2009 
53  Merida El Vígia 2003 8,62 -71,65 LGEA 
54   Los Llanos Experimento 3 2006 8,49 -69,83 Coronado & Kowalski, 2009 
55 Colombia Antioquia Chigorodo 2007 7,68 -76,69 McDonagh et al., 2009 
56   Choco Choco 2007 6,00 -77,00 McDonagh et al., 2009 
57   Esmeraldas Atacames 2007 0,85 -79,84 LGEA 
58  Manabí Chone 2007 -0,70 -80,09 LGEA 
59 Ecuador Napo Archidona 2007 -0,91 -77,80 LGEA 
60  Cotopaxi Pangua 2007 -1,18 -79,05 LGEA 
61  Guayas Colimes 2007 -1,55 -80,01 LGEA 
62   Guayas Rio Verde 2007 -2,32 -80,72 LGEA 
63   Junin Junín 2007 -12,07 -75,23 Baumgartner & Greenberg, 1983 
64 Peru Pasco Pasco 2007 -10,68 -76,27 Baumgartner & Greenberg, 1983 
65  Lambayeque Chiclayo 2007 -6,77 -79,84 McDonagh et al., 2009 
66  Amazonas Manaus 1991–1993 -3,10 -60,03 LGEA 
67  Rio Grande do Norte Touros 2008 -5,20 -35,46 LGEA 
68  Pernambuco Recife 1999–2002 -8,05 -34,88 Nascimento et al., 2005 
69  Pará Sta Mª das Barreiras 2005-2006 -8,87 -49,71 LGEA 
70  Bahia Irecê 2005 -11,30 -41,86 Almeida et al., 2008 
71 Brasil Bahia Morro do Chapéu 1991–1993 -11,55 -41,16 LGEA 
72  Mato Grosso Cocalinho 2005 -14,37 -51,00 LGEA 
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73  Mato Grosso Poconé 1991–1993 -16,26 -56,62 LGEA 
74  Gias Goianira 2003 -16,50 -49,43 LGEA 
75  Gias Goiânia 2001-2002 -16,68 -49,25 LGEA 
76  Gias Caiapônia 2004-2006 -16,96 -51,81 LGEA 
77  Mato Grosso do Sul Costa Rica 2002 -18,54 -53,13 LGEA 
78  Mato Grosso do Sul Faz.Barra Mansa 2004 -19,59 -56,09 LGEA 
79  Mato Grosso do Sul Campo Grande 2004 -20,44 -54,65 LGEA 
80 Brasil Mato Grosso do Sul Campo Grande 1986–1989 -20,45 -54,62 Gomes et al. 1998, EMBRAPA 
81  Minas Gerais S. Seb. do Paraíso 2004 -20,92 -46,99 LGEA 
82  Minas Gerais Estiva 2006 -22,46 -46,02 LGEA 
83  Rio de Janeiro Seropédica- UFRRJ 1994 -22,74 -43,71 Taylor et al., 1996 
84  São Paulo Amparo 1992–1993 -22,70 -46,76 LGEA 
85  São Paulo Adamantina 1991–1993 -21,69 -51,07 LGEA 
86  São Paulo Pirassununga 1997 -22,00 -47,43 LGEA 
87  São Paulo Botucatu 1993–1993 -22,89 -48,45 LGEA 
88  São Paulo Valinhos 1992 -22,97 -47,00 LGEA 
89  São Paulo Caraguatatuba 1994–1993 -23,62 -45,41 LGEA 
90  Paraná Carambeí 2005 -24,92 -50,10 LGEA 
91  Rio Grande do Sul Sto. Ant. das Missões 2004 -28,51 -55,23 LGEA 
92  Rio Grande do Sul Fagundes Varela 2005 -28,88 -51,70 LGEA 
93  Rio Grande do Sul Porto Alegre 1981–1984 -30,03 -51,23 Oliveira CMB, 1986 
94  Rio Grande do Sul Pinheiro Machado 2005 -31,58 -53,38 LGEA 
95   Rio Grande do Sul Capão do Leão 1983–1986 -31,78 -52,42 Wiegand et al., 1991 
96 Paraguai San Pedro Santa Rosa  2005 -23,87 -56,57 LGEA 
97   Paraguarí Ybitymí 2005 -25,77 -56,78 LGEA 
98   Artigas Est. "Bella Vista" 2008 -30,43 -56,75 LGEA 
99  Paysandú Dayman 2003-2009 -31,55 -57,95 LGEA 

100  Tacuarembo Valle Eden 2006 -31,83 -56,15 LGEA 
101  Cerro Largo Cañas 2008 -32,35 -53,78 LGEA 
102  Cerro Largo Tres Islas 2006-2009 -32,48 -54,65 LGEA 
103 Uruguai Rio Negro Nuevo Berlin 2005 -32,98 -58,05 LGEA 
104  Rocha Chuy 2008 -33,68 -53,45 LGEA 
105  Florida Cerro Colorado 2003-2009 -33,87 -55,55 LGEA 
106  Colonia Carmelo 2005 -33,99 -58,29 LGEA 
107  Colonia La Estanzuela 2003-2009 -34,33 -57,72 LGEA 
108   Canelones Joaquín Suarez 2003-2009 -34,73 -56,04 LGEA 
109   Jujuy La Mendieta 2000-2002 -24,32 -64,97 Mariluis & Mulieri, 2003 
110  Misiones Pto. Iguazú 2000-2002 -25,60 -54,57 Mariluis & Mulieri, 2003 
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111  Chaco Colonia Benítez 1991–1993 -27,32 -58,93 Cardona López et al., 1994 
112  Chaco Villa Angela 2000-2002 -27,58 -60,72 Mariluis & Mulieri, 2003 
113  Corrientes Bella Vista 2000-2002 -28,50 -58,83 Mariluis & Mulieri, 2003 
114 Argentina Cordoba Capilla del Monte 2000-2002 -30,85 -64,52 Mariluis & Mulieri, 2003 
115  Cordoba La Para 2000-2002 -30,87 -62,98 Mariluis & Mulieri, 2003 
116  Santa Fe Rafela 200-2002/1997 -31,27 -61,48 Mariluis & Mulieri, 2003 / LGEA 
117  Buenos Aires San Isidro 2000-2002 -34,50 -58,58 Mariluis & Mulieri, 2003 
118  Buenos Aires Villa Elisa 2000-2002 -34,84 -58,10 Mariluis & Mulieri, 2003 
119  Buenos Aires Estación Lezama 2004 -35,87 -57,88 LGEA 
120  La Pampa INTA-Anguil 1994-1996/1999-2000 -36,52 -64,02 Suarez, 2002 
121   Buenos Aires Bahía Blanca 2000-2002 -38,72 -62,28 Mariluis & Mulieri, 2003 
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Artigo 3 

 

Análise da variabilidade mitocondrial e de microssatélites em uma localidade da 

distribuição sul de C. hominivorax. 

Pablo Fresia, Mariana L. Lyra, Rosangela Rodrigues, Ana Maria L. de Azeredo-Espin. 

 
Resumo 

Cochliomyia hominivorax é uma espécie praga da pecuária, endêmica das Américas. Esta 

espécie habita na borda de florestas e as fêmeas buscam feridas em animais nas áreas de 

pastagens onde ovipor, pelo que se dispersam por distâncias que variam entre um e 

aproximadamente 20 km. Este representa o primeiro trabalho em que se analisa a 

variabilidade genética e a estrutura populacional numa escala microgeográfica. O objetivo 

foi buscar a menor escala em que a diferenciação pudesse ocorrer. Usando oito loci de 

microssatélites e seqüências da região controle (CR) e COII do DNAmt, foi investigada a 

variabilidade genética e a diferenciação entre 25 sítios de coleta em uma localidade da 

fronteira entre Brasil e Uruguai. Não foram identificados sinais de estruturação genética 

nesta escala para os marcadores mitocondriais ou nucleares, porém índices de variabilidade 

significativos foram observados. As análises realizadas sugerem que os 25 sítios de coleta 

pertencem a uma única população, mas há evidências de que estas amostras não estão em 

equilíbrio. Dessa forma, a interpretação de ausência de estruturação baseada nas estimativas 

tradicionais de estruturação deve ser feita com cuidado. 

Palavras-chave: Cochliomyia hominivorax, DNA mitocondrial, microssatélites, escala 

populacional local. 
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Introdução 

A identificação de subdivisão de uma espécie em populações geneticamente 

distintas é um problema comum em biologia evolutiva (Avise 2000, 2004). Quando medida 

através de marcadores moleculares neutros, a estrutura genética das populações é o 

resultado de interações históricas entre o efeito de homogeneização da migração e a 

diferenciação devido à deriva genética (Tatarenkov et al. 2010). A migração determina o 

nível de fluxo gênico entre as populações, afetando o tamanho das populações genéticas 

locais (Wright 1943), além dos processos de adaptação local e especiação (Endler 1977, 

Dieckmann et al. 1999). Também incide na dinâmica e persistência das populações, 

podendo ser vital na manutenção de populações viáveis, já que possibilita a re-colonização 

de áreas em que foram localmente extintas (Hanski 1998). Portanto, estabelecer a menor 

escala em que a diferenciação genética ocorre é importante para entender estas interações. 

O manejo eficiente de uma praga requer o controle de todas as populações 

numa área geográfica delimitada, sendo esta área de um tamanho mínimo suficientemente 

grande para que a dispersão natural só ocorra dentro da mesma (Klassen 2005). Knipling 

(1972) tem mostrado que a sobrevivência de uma pequena fração da população (1% da 

população original) é suficiente para que em poucas gerações (aproximadamente quatro), a 

praga recupere uma densidade capaz de causar danos econômicos. Desta forma, a estrutura 

populacional e o conhecimento dos padrões de fluxo gênico (i.e. taxas de dispersão) são 

necessários para desenvolver estratégias efetivas de controle de uma praga (Tabachnick & 

Black 1995). 

Cochliomyia hominivorax (Diptera: Calliphoridae) é um ectoparasito endêmico 

das Américas, que por ter ciclo de vida em que a fase de larva se alimenta obrigatoriamente 

de tecido vivo de vertebrados de sangue quente, causa severos prejuízos econômicos à 

pecuária na América do Sul e o Caribe (Guimarães et al. 1983, Guimarães & Papavero 

1999). Esta espécie habita o ecótono entre as florestas e pastagens (Phillips et al. 2004, 

Garcia et al. 2007), e pelo fato das fêmeas terem que buscar feridas de hospedeiros para 

ovipositarem, a dispersão é um componente importante da história de vida da espécie 

(Krasfur et al. 1979, Thomas & Mangan 1989). 
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Como estes sítios de oviposição não têm uma localidade geográfica definida e 

previsível, as fêmeas são o sexo com maior capacidade de dispersão. Mayer & Aztemi 

(1993), analisando dados de liberação e recaptura, mostraram que C. hominivorax se 

dispersa por distâncias relativamente curtas em ambientes favoráveis (fêmeas: 2,85 km, 

machos: 1,25 km, em média), aumentando aproximadamente oito vezes em ambientes 

menos favoráveis (fêmeas: 22,07 km, machos: 9,64 km, em média). Estes autores 

concluíram que as distâncias de dispersão são dependentes das condições do habitat local. 

Os trabalhos prévios, em que se analisou a variabilidade genética da espécie no 

Uruguai, não identificaram estruturação genética das populações com PCR-RFLP (Lyra et 

al. 2005) ou encontraram diferenciação baixa, porém significativa, com microssatélites 

(Torres et al. 2007). A proposta deste trabalho foi investigar, pela primeira vez, a estrutura 

genética de C. hominivorax em uma pequena escala geográfica (área de 90 por 60 Km) 

usando como marcadores seqüências do DNAmt e microssatélites. 
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Material e Métodos 

Amostragem 

Um total de 201 larvas de C. hominivorax foi coletado no mês de Fevereiro de 

2009 em feridas de ovinos e bovinos em 25 sítios, distribuídos numa área de 90 por 60 Km 

na fronteira entre Brasil e Uruguai, próximo às cidades de Artigas e Quaraí. Na Figura 1 

está indicada a localização geográfica dos sítios de coleta. 

 

 

Figura 1. Sítios de coleta de C. hominivorax na fronteira entre Brasil e Uruguai. Os 

círculos pretos indicam os sítios de coleta com amostras analisadas para ambos os 

marcadores (seqüências mitocondriais e microssatélites) e os círculos em branco indicam os 

pontos analisados unicamente com seqüências mitocondriais. 

 

Extração de DNA e obtenção dos dados 

A extração do DNA total foi realizada com o método fenol/clorofórmio 

adaptado para tubos eppendorff (Lyra et al. 2009). O DNA foi extraído de apenas uma 

larva por ferida e armazenado a -20ºC. 

Os fragmentos mitocondriais da região controle (CR – 444pb) e da subunidade 

II do gene da Citocromo oxidase c (COII – 493pb) foram amplificados e seqüenciados 

seguindo os procedimentos descritos em Fresia et al. (no prelo). 
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Oito locos polimórficos de microssatélites foram escolhidos para caracterizar a 

variabilidade genética nuclear destas amostras (Torres et al. 2004, 2005 – CH01, CH05, 

CH09, CH12, CH14, CH15, CH24 e CH26). Cada loco foi amplificado por PCR de forma 

independente usando 3 �l de DNA, 10x de tampão de PCR, 1,0 mM de MgCl2, 10 �g de 

BSA, 0,25 de cada dNTP, 0,5 �M de cada oligonucleotídeo e 0,5U de Taq DNA polimerase 

(Fermentas Internacional Inc., Canadá) num volume final de 10 �l. Os ciclos das PCR 

consistiram em um ciclo inicial de desnaturação a 94°C durante 3 min., seguido de 35 

ciclos de 94°C por 1 min., 54-58ºC por 1 min. e 72°C por 1 min., mais um passo final de 

extensão a 72°C por 20 min. Os produtos das reações foram verificados em géis 

desnaturantes de poliacrilamida 6% e os alelos foram visualizados por coloração com 

nitrato de prata. 

 

Análise dos dados mitocondriais 

As seqüências de CR e COII foram alinhadas, independentemente, usando o 

algoritmo de alinhamento automático de múltiplas seqüências no programa ClustalX 

(Thompson 1997). Para o fragmento CR, cada polimorfismo foi verificado manualmente no 

cromatograma, e cada inserção/deleção (indel) foi considerada como um único passo 

mutacional e recodificada como posições únicas no alinhamento final. Para COII, cada 

polimorfismo foi verificado manualmente no cromatograma e a tradução para proteína foi 

realizada no programa Mega versão 4.0 (Tamura et al. 2007) para confirmação do quadro 

de leitura. As seqüências de CR e COII foram comparadas com as seqüências obtidas em 

trabalhos anteriores (artigo 1 - Fresia et al. no prelo; artigo 2 - em preparação) para 

identificação dos haplótipos. A distância genética p, não corrigida entre os haplótipos, foi 

estimada no programa Mega versão 4.0 (Tamura et al. 2007), as estimativas de diversidade 

haplotípica (Ĥ) e nucleotídica (π) foram feitas usando o programa Arlequin versão 3.1 

(Excoffier et al. 2005). As relações filogenéticas para as seqüências dos dados combinados 

(CR-COII) foram estabelecidas através de redes de haplótipos construídas no programa 

TCS versão 1.21 (Clement et al. 2000). 

A diferenciação genética mitocondrial entre as populações foi determinada 

usando os valores de FST entre pares de localidades (Reynolds et al. 1983, Slatkin 1995), e 
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a significância estatística avaliada através de 10.000 permutações. A estrutura geográfica 

foi analisada usando Samova versão 1.0 (Dupanloup et al., 2002) utilizando os parâmetros 

pré-definidos pelo programa e com valores de k variando entre 2 e 10, sendo k o número de 

grupos de populações dado a priori. O programa Samova define grupos de populações 

geograficamente homogêneos, levando em consideração a variação genética e localização 

geográfica, que maximizam a proporção da variância genética total devido a diferenças 

entre grupos de populações. O grau de estruturação entre os sítios amostrados foi 

interpretado através dos índices F associados aos diferentes níveis hierárquicos em que se 

distribui a variação (FCT = diferenciação entre grupos, FSC = diferenciação entre sítios 

dentro dos grupos e FST = diferenciação entre sítios entre grupos). 

Finalmente, a história demográfica foi interpretada utilizando-se diferentes 

abordagens. A distribuição das diferenças pareadas entre as seqüências (mismath 

distribution analysis) foi analisada, sendo que em geral dados com distribuições unimodais 

indicam uma expansão recente, e multimodais, estabilidade demográfica (Excoffier et al. 

1992; Rogers & Harpending 1992; Rogers et al. 1996; Schneider & Excoffier 1999). Uma 

distribuição multimodal também pode indicar que a população está influenciada por 

migração, é subdividida e/ou atravessou uma contração histórica (Marjoram & Donnelly 

1994, Bertorelle & Slatkin 1995, Ray et al. 2003). O ajuste a um modelo de expansão 

populacional foi calculado a partir da soma dos desvios quadrados (SSD) e o índice 

Raggedness (rg), com a significância avaliada por 10.000 permutações. Como outras 

estimativas das mudanças do tamanho efetivo das populações (Nef - tamanho efetivo das 

fêmeas para dados mitocondriais), o D de Tajima (Tajima 1989) e o Fs de Fu (Fu 1997) 

foram calculados. Para ambos os testes, se esperam valores próximos a zero se os tamanhos 

das populações têm se mantido estáveis, valores negativos significativos se as populações 

atravessaram uma expansão populacional recente e valores positivos significativos se as 

populações experimentaram gargalos (Tajima 1989, Fu 1997). Os testes de neutralidade, as 

distribuições pareadas e a significância estatística, avaliada por 10.000 permutações, foram 

estimados no programa Arlequin versão 3.1 (Excoffier et al. 2005). 

Finalmente, examinamos a dinâmica da variação populacional ao longo do 

tempo através de um gráfico bayesiano (Bayesian Skyline Plot) gerado no programa Beast 
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versão 1.6 (Drummond et al. 2005, Drummond & Rambaut 2007). Para tanto, três cadeias 

foram corridas independentemente por 15 milhões de gerações e os parâmetros foram 

amostrados a cada 1500 passos. Os primeiros 10% foram descartados como aquecimento de 

cadeias e as corridas independentes foram somadas e comparadas no programa Tracer 

(Rambaut & Drummond 2007, Tracer v1.5, disponível no endereço eletrônico 

http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). Utilizamos o modelo de evolução nucleotídica HKY + G 

para o fragmento de CR e HKY + I para COII, conforme selecionado pelo programa 

jModeltest (Guindon & Gascuel 2003, Posada 2008). A taxa de evolução utilizada foi de 

2,5% estimada para o gene COII no programa Beast versão 1.6 (Drummond et al. 2005, 

Drummond & Rambaut 2007), usando como referência as seqüências do gene COI obtidas 

em Fresia et al. (no prelo) e a taxa de evolução de 2% por milhão de ano. 

 

Análises dos dados de microssatélites 

A variabilidade genética dos oito loci de microssatélites foi avaliada através da 

heterozigosidade observada e esperada, assim como através do número médio de alelos 

para cada locus. A riqueza alélica (allelic richness, RA) de cada população foi calculada no 

programa Fstat versão 2.9.3.2 (Goudet 1995) de acordo com Goudet et al. (1996), uma vez 

que dessa forma é possível comparar a variabilidade entre as diferentes localidades 

independente do tamanho da amostra. Desvios do equilíbrio de Hardy-Weinberg foram 

testados para cada locus usando o programa Genepop versão 4.0 (Rousset 2008). Uma 

estimativa não enviesada da probabilidade exata foi obtida usando o modelo de cadeia de 

Markov de Guo e Thompson (1992), com base nos seguintes parâmetros: 100 séries de 

10.000 iterações com 10.000 passos de “desmemorização”. O desequilíbrio de ligação entre 

pares de loci dentro de cada população foi investigado usando o programa Genepop versão 

4.0 (Rousset 2008). O P-valor foi estimado como a proporção das estatísticas obtidas sobre 

um conjunto de dados gerados aleatoriamente que é maior ou igual à observada nos dados 

originais. A significância estatística para testes simultâneos foi corrigida usando o 

procedimento seqüencial de Bonferroni (Rice 1989). 
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A freqüência de alelos nulos, devidos à amplificação preferencial de alelos 

menores e possíveis erros de genotipagem pela presença de bandas fantasmas, foram 

verificados no programa Microchecker (Van Oosterhout et al. 2003). 

A distribuição da variabilidade genética foi analisada através de uma estimativa 

não enviesada de FST global, θ (Weir & Cockerham 1984) calculada no programa Fstat 

(Goudet 1995). A diferenciação entre pares de populações também foi estimada a partir da 

variância nas freqüências alélicas segundo Weir & Cockerham (1984). A significância 

estatística das estimativas de FST global e as pareadas foram testadas permutando genótipos 

entre as localidades (Goudet et al. 1996). A estrutura populacional foi também investigada 

usando a análise de agrupamento bayesiana implementada no programa Structure versão 

2.3.3 (Pritchard et al. 2000). 

Reduções recentes no tamanho efetivo das populações foram testadas no 

programa Bottleneck versão 1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996, Piry et al. 1999) calculando 

estatísticas para os três modelos de mutação (SMM – Stepwise Mutation Model, TPM – 

Two-phase Model e IAM – Infinite Allele Model). A hipótese de que a diferença entre as 

diversidades gênicas esperadas e observadas para cada população não é significativamente 

diferente de zero foi testada através do teste Wilcoxon signed-rank. 

 

Resultados e Discussão 

Dentre os 201 indivíduos analisados, foram identificados 69 haplótipos para as 

seqüências de CR, sendo que 42 são novos em comparação com os haplótipos identificados 

anteriormente em C. hominivorax (artigo 1 - Fresia et al., no prelo e artigo 2). Para as 

seqüências de COII, foram identificados 30 haplótipos, sendo que 21 são novos. Essa 

comparação entre haplótipos foi realizada considerando apenas as seqüências CR e COII 

dos trabalhos anteriores. A combinação das seqüências de CR e COII resultou em 89 

haplótipos mitocondriais, sendo que 62 são haplótipos novos (Tabela 1). A distância 

genética média (p não corrigida) entre os haplótipos combinados variou de 0 a 0,0165. Na 

Tabela 1 se mostra a diversidade nucleotídica (π) e a diversidade haplotípica (Ĥ) dos dados 

combinados para cada sítio de coleta e para todos os indivíduos agrupados. A diversidade 

nucleotídica por sítio de coleta foi baixa, variando entre 0,05% a 0,9%, com um valor de 
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0,06% para todos os indivíduos agrupados. A diversidade haplotípica (Ĥ) foi alta variando 

de 0,5 a 1, sendo que Ĥ foi maior que 0,8 em 22 dos 23 sítios de coleta onde este índice foi 

calculado e Ĥ = 0,9 para todos os indivíduos agrupados. O valor de Ĥ = 0,5 foi obtido no 

sítio de coleta 18 (BrS) onde quatro indivíduos foram analisados, mas três apresentaram um 

único haplótipo (140, o mais freqüente na amostra). Estes valores são característicos de 

populações que experimentaram um evento de expansão recente a partir de um tamanho 

efetivo populacional pequeno (Avise 2000). 

Entre os 89 haplótipos identificados, para as seqüências combinadas, 65 são 

únicos e 24 apareceram em mais de um indivíduo. Os haplótipos 140 (22%) e 78 (12%) 

foram os mais freqüentes e estiveram presentes em todos os sítios, exceto os sítios 19 

(BrFSRdJ), 20 (BrB), 21 (BrFNQ) e 22 (BrSI). Estes haplótipos são os mais freqüentes 

entre as populações de C. hominivorax distribuídas ao sul da região Amazônica, dentro do 

grupo denominado SAG em Fresia et al. (no prelo). 
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Tabela 1. Variabilidade genética de C. hominivorax nos sítios amostrados, investigada através das seqüências do DNAmt. Nh, 
número de haplótipos por localidade, Ĥ (s.d.), diversidade haplotípica (desvio padrão) e π (s.d.) diversidade nucleotídica (desvio 
padrão). 

Sítios ID do sítio N Haplótipos (inds) Nh Ĥ (s.d.) π (s.d.) 

1 UyRdC 11 78(2), 99, 140(2), 252, 253, 254, 255, 256, 257 9 0,9636 (0,0510) 0,006774 (0,003933) 
2 UyOH 3 51, 140, 258 3 1,0000 (0,2722) 0,007270 (0,005886) 
3 UyMC 18 43(2), 50, 51, 78, 111(2), 119(2), 140(4), 187, 237, 259, 260, 261 12 0,9412 (0,0388) 0,006165 (0,003468) 
4 UyAU 4 50, 140, 187, 262 4 1,0000 (0,1768) 0,005271 (0,003876) 
5 UyO 1 140 1 -- -- 
6 UySLM 7 78, 140(2), 263, 264, 265 5 0,8571 (0,1371) 0,007374 (0,004533) 
7 UyRJS 16 51, 78(2), 111, 119, 121, 140(5), 232, 235, 238, 266, 267 11 0,9083 (0,0633) 0,004898 (0,002851) 
8 UyRLM 10 2(2), 14, 140(2), 162, 187, 238, 268, 269 8 0,9556 (0,0594) 0,006495 (0,003828) 
9 UyMM 12 51, 78(2), 140(3), 235, 270, 271 8 0,9091 (0,0649) 0,005320 (0,003140) 
10 UyGR 4 78(2), 140, 179 3 0,8333 (0,2224) 0,006180 (0,004473) 
11 UyACN 7 19, 78, 140, 232(2), 272, 273 6 0,9524 (0,0955) 0,006439 (0,004008) 
12 UyAdS 17 19(2), 78, 89, 99, 118, 121, 140(4), 179, 274, 275, 276, 277, 278 13 0,9485 (0,0435) 0,005501 (0,003145) 

13 UyFJS 16 
78(2), 140(2), 144(2), 279, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 
288, 289, 290, 291 14 0,9833 (0,0278) 0,006334 (0,003581) 

14 BrFSMA 14 57, 78(6), 140(4), 184, 233, 239 6 0,7692 (0,0895) 0,005387 (0,003131) 
15 BrFSV 9 51, 78, 187, 240, 241, 242, 243, 244, 245 9 1,0000 (0,0524) 0,006089 (0,003662) 
16 BrFST 9 43, 50, 136, 140(2), 159, 187, 193, 246 8 0,9722 (0,0640) 0,005543 (0,003367) 
17 BrAC 5 3, 50, 140(3) 3 0,7000 (0,2184) 0,004144 (0,002925) 
18 BrS 4 140(3), 223 2 0,5000 (0,2652) 0,000545 (0,000676) 
19 BrFSRdJ 2 111, 223 2 1,0000 (0,5000) 0,008724 (0,009253) 
20 BrB 1 234 1 -- -- 
21 BrFNQ 3 43, 235, 236 3 1,0000 (0,2722) 0,009078 (0,007237) 
22 BrSI 2 51, 187 2 1,0000 (0,5000) 0,007634 (0,008161) 
23 BrFCdJ 14 43, 50, 78(2), 140(2), 184, 231(2), 233, 236(2), 237, 248 10 0,9560 (0,0377) 0,005656 (0,003270) 
24 BrFdQ 8 43, 78, 182, 231, 234, 249, 250, 251 8 1,0000 (0,0625) 0,008529 (0,005063) 
25 BrSMdS 4 69, 140, 175, 247 4 1,0000 (0,1768) 0,007270 (0,005188) 
 TOTAL 201   89 0,9327 (0,0126) 0,005887 (0,003152) 
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Na Tabela 2 estão descritos os índices de diversidade genética dos marcadores 

nucleares (microssatélites) para cada sítio de coleta. O número total de alelos por locus 

variou entre sete e 16, com uma média de 10,9 alelos. Dentro de cada sítio de coleta o 

número médio de alelos por locus variou entre 3,3 e 7,1, com os valores mínimos (3,3-3,6) 

ocorrendo nos sítios 4 (UyAU), 18 (BrS), 21 (BrFNQ) e 25 (BrSMdS). O índice riqueza de 

alelos (RA) variou entre 2,9 e 3,8, e não se detectou diferenças significativas entre os sítios 

de coleta nos testes de permutação realizados no Fstat. A heterozigosidade média esperada 

(HE) foi alta e similar na maioria dos sítios de coleta (0,63-0,79). 

Desvios significativos do equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) para cada locus 

e sítio de coleta na direção de deficiência de heterozigotos foram observados em 34 casos 

(Tabela 2), sendo que 13 permaneceram significativos depois da correção seqüencial de 

Bonferroni (α = 0,05). A maioria dos desvios (28 dos 34) envolveu os loci CH01, CH09, 

CH14 e CH15. O teste de HWE global considerando os oito loci foi significativo em 18 das 

20 localidades, mesmo após a correção de Bonferroni. 

Poucos indícios de desequilíbrio de ligação genotípica entre qualquer par de 

loci foram encontrados. Entre as 403 comparações pareadas, excluindo os casos em que não 

foi possível realizar comparações, 12 foram significativas ao nível de P < 0,05. Depois da 

correção de Bonferroni para múltiplos testes, cinco comparações continuaram sendo 

significativas. Esses casos significativos apresentaram uma distribuição ao acaso entre os 

sítios de coleta e os pares de loci. 
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Tabela 2. Variabilidade genética de C. hominivorax nos sítios de coleta, investigada através de microssatélites. A, número médio 
de alelos por locus; RA riqueza de alelos; HE e HO, heterozigosidade esperada e observada, respectivamente; FIS, coeficiente de 
endogamia para todos os loci e para cada locus individual. Os desvios significativos do equilíbrio de Hardy-Weinberg estão 
indicados com asteriscos (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001) e os valores em negrito representam os que permaneceram 
significativos após a correção de Bonferroni (α = 0,05). 
 

Sítio 
ID do sítio N A RA HE HO FIS                 

             8 locos CH01 CH05 CH09 CH12 CH14 CH15 CH24 CH25 

1 UyRdC 10 5,38 3,31 0,67 0,50 0,26*** 0,05 -0,15 0,54 0,15 -0,08 0,75*** 0,32 0,33** 

3 UyMC 20 7,13 3,50 0,65 0,44 0,33*** 0,17 0,10 0,61** 0,40 0,64*** 0,47*** 0,43* 0,00 

4 UyAU 4 3,38 3,13 0,71 0,69 0,04 -0,06 -0,50 0,33 0,45 -0,41 0,43 -0,20 -0,14 

6 UySLM 7 4,75 3,61 0,67 0,52 0,24*** 0,23 -0,09 0,81** 0,35 -0,02 0,14 0,52 -0,11 

7 UyRJS 20 7,00 3,31 0,67 0,53 0,22*** 0,51*** -0,15 0,42 0,18* 0,49*** 0,31*** 0,19 -0,06 

8 UyRLM 13 5,63 3,48 0,65 0,44 0,25*** 0,55** -0,02 0,56** 0,12 0,33 0,63*** -0,13 -0,15 

9 UyMM 9 5,13 3,21 0,64 0,47 0,28*** 0,47 -0,06 -0,07 0,12 0,29* 0,83*** 0,47 0,12 

10 UyGR 4 4,38 3,75 0,79 0,63 0,15* 0,73 -0,14 -0,50 0,10 0,45 0,37 0,00 -0,14 

11 UyACN 6 4,25 3,27 0,65 0,54 0,18* 0,00 0,39 -0,11 0,06 1,00** -0,16 -0,29 0,22 

12 UyAdS 18 6,00 3,19 0,61 0,47 0,24*** 0,25 -0,11 0,39 0,20 0,03 0,67*** 0,49** 0,15* 

13 UyFJS 14 6,00 3,41 0,69 0,62 0,11* 0,13 -0,08 0,53** -0,12 0,13 0,24 0,14 -0,05 

14 BrFSMA 15 6,63 3,32 0,68 0,53 0,24*** 0,21** 0,131 0,41** 0,09 0,51** 0,59 0,23 -0,08 

15 BrFSV 10 5,50 3,46 0,67 0,54 0,21*** 0,49** 0,23 0,31* 0,11 0,46* 0,20 -0,03 0,03 

16 BrFST 8 5,38 3,50 0,70 0,64 0,09 0,08 0,05 0,19 -0,03 0,63 0,17 0,13 -0,12 

17 BrAC 5 4,00 3,40 0,75 0,53 0,33*** 0,56* -0,33 1,00* 0,03 0,14 1,00** -0,03 0,03 

18 BrS 4 3,63 3,13 0,66 0,47 0,32** 0,63 0,37 -0,29 0,20 0,67 0,50 0,63 -0,04 

21 BrFNQ 4 3,25 2,91 0,63 0,50 0,24* 0,70* -0,5 -0,09 0,40 -0,20 1,00 0,10 0,14 

23 BrFCdJ 14 6,38 3,40 0,69 0,49 0,29*** 0,46* -0,12 0,25 0,12 0,59*** 0,78 0,07* 0,16 

24 BrFdQ 9 5,00 3,24 0,68 0,54 0,21* 0,34 0,04 -0,07 0,18 0,37 0,66** 0,14 -0,02 

25 BrSMdS 4 3,50 3,13 0,65 0,50 0,27** -0,29 0,45 -0,20 0,33 1,00 0,60 0,00 0,18 

 TOTAL 198         0,24*** 0,30*** -0,01 0,39*** 0,17*** 0,40*** 0,51*** 0,22** 0,03** 
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A estimativa do FST global para C. hominivorax nos 25 sítios de coleta, 

calculada com as seqüências CR e COII combinadas, foi baixa (FST = 0,10) e não 

significativa (P > 0,05). Os FST pareados estimados variaram entre 0 - 0,38 (Figura 2), 

sendo significativos em seis dos 300 testes pareados. As estimativas entre 18 (BrS) - 15 

(BrFSV) (FST = 0,38), 18 (BrS) - 21 (BrFNQ) (FST = 0,34), 18 (BrS) - 14 (BrFSMA) (FST = 

0,29) e 18 (BrS) - 24 (BrFdQ) (FST = 0,28) foram os maiores valores observados. Apesar 

destas comparações pareadas serem significativas, todas incluem a localidades BrS onde 

foram amostrados unicamente quatro indivíduos e dois haplótipos.  

 

 

Figura 2. Estimativas de FST versus a distância geográfica entre sítios de coleta. a) dados 

mitocondriais concatenados (CR-COII); b) dados de microssatélites. 
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A exploração da estrutura geográfica realizada através do Samova não mostrou 

nenhum agrupamento estatisticamente significativo dos 25 sítios de coleta (Figura 3). Esta 

análise força a formação de grupos geográfica e geneticamente homogêneos e testa a 

significância dos mesmos através de uma análise molecular da variância (AMOVA). 

Apesar de significativo, no agrupamento de k = 2 um dos grupos está conformado pela 

localidade 20 (BrB) que só tem um indivíduo amostrado. Para k = 3, aos dois grupos 

anteriores se soma um terceiro que inclui os sítios 5 (UyO) e 18 (BrS), o que parece ocorrer 

devido a um efeito da amostragem e não à estruturação genética dos sítios de coleta. 

 

Figura 3 Valores dos índices de fixação obtidos no Samova para as seqüências do DNAmt 

como função do número de grupos de sítios de coleta k. FCT, diferenciação entre grupos; 

FSC, diferenciação entre sítios de coleta dentro dos grupos; FST, diferenciação entre sítios de 

coleta entre grupos. 

 

A Figura 4 mostra a rede que liga todos os haplótipos mitocondriais. A 

topologia geral da rede mostra estruturas em forma de estrela, onde os haplótipos mais 

freqüentes (140 e 78) estão posicionados no interior e os haplótipos locais na periferia. Este 

tipo de disposição é típico de espécies que atravessaram uma expansão populacional 

recente, no qual é mais provável que os haplótipos interiores sejam ancestrais e os 
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periféricos derivados (Crandall & Templeton 1993; Castelloe & Templeton 1994). Porém, a 

topologia geral da rede apresenta quatro estrelas, duas maiores e duas menores, o que não 

apóia a idéia de que C. hominivorax é um migrante vindo de lugares mais quentes que 

coloniza a região a cada estação (i.e. expansão espacial). Nesse caso, se esperaria uma rede 

com uma estrutura menos complexa, provavelmente sendo incluída uma estrela gerada pela 

expansão espacial de uma linhagem freqüente. Nas amostras analisadas aqui, a expansão 

detectada é demográfica, sendo factível que a espécie sobreviva ao inverno em “refúgios 

climáticos” locais expandindo-se a cada primavera-verão. C. hominivorax não sobrevive 

em regiões com temperatura média inferior a 9°C durante três meses seguidos ou a 12°C 

durante cinco meses seguidos (FAO 1992), sendo que a -6,7°C não sobrevive 99% da 

população (Parman 1945). Temperaturas médias abaixo das mencionadas por períodos tão 

longos não têm sido observadas no Uruguai entre 1917 e 2003 (DNM 2010), assim como 

temperaturas mínimas entre -6°C e -7°C são pouco freqüentes. Essas condições climáticas e 

as características da vegetação predominante no sul do Brasil e o Uruguai, principalmente 

composta de florestas ribeirinhas, podem brindar as possibilidades para que C. hominivorax 

sobreviva ao inverno na região. Também alguns estudos de dinâmica populacional indicam 

que C. hominivorax é uma espécie colonizadora que apresenta rápidos aumentos das 

populações locais (Southwood et al. 1974), com sobreposição contínua de gerações. 

Matlock et al. (2009), baseados em dados de marcação, liberação e recaptura, estimaram 

um tempo de duplicação populacional de 139 dias num ambiente tropical. 
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Figura 4. Rede de haplótipos dos dados de seqüências do DNAmt concatenadas (CR-

COII). Em azul estão representados os haplótipos novos identificados nesta escala 

microgeográfica, e em cinza os haplótipos identificados anteriormente em Fresia et al. (no 

prelo). As linhas representam uma mutação entre os haplótipos, e os pontos representam 

haplótipos intermediários que não foram observados. 

 

A distribuição das diferenças pareadas entre as seqüências mitocondriais é 

unimodal, indicando que estas amostras de C. hominivorax atravessaram um processo de 

expansão (Figura 5). Estes resultados, assim como os testes de neutralidade, que foram 

negativos e significativos, e as estrelas na rede de haplótipos foram concordantes e apóiam 

o processo de expansão populacional. A análise da variação no tamanho efetivo 
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populacional no tempo através do Bayesian Skyline Plot indica um processo de expansão 

similar ao detectado nos artigos 1 e 2, que começou no último máximo glacial. Este 

resultado se deve à história que carregam as distintas linhagens mitocondriais e seus 

haplótipos derivados e não aos processos locais (ex. sazonalidade), que são difíceis de 

detectar por estes métodos. 

 

 

Figura 5. Distribuição das diferenças entre pares de seqüências do DNAmt de C. 

hominivorax e testes de neutralidade de Tajima (D) e Fu (Fs). 

 

A divergência genética global entre os 20 sítios de coleta analisados para 

microssatélites, estimada com base no θ (Weir & Cockerham 1984), foi significativa, 

porém muito baixa (θ = 0,006). As estimativas pareadas de diferenciação genética entre os 

sítios de coleta (FST) para os marcadores microssatélites variaram de 0 a 0,08 (Figura 2), 

sendo significativos em 21 dos 190 testes pareados. A maior diferenciação genética (FST = 

0,08) foi observada entre os sítios 17 (BrAC) e 24 (BrFdQ) separados por 

aproximadamente 55 km. Estes resultados mostram a ausência de estrutura entre estes sítios 

de coleta, indicando que todos pertencem a uma mesma população. Em concordância com 

os estatísticos F, a análise de agrupamento bayesiana não revelou diferenças entre as 

localidades (Figura 6). 

Estudos prévios que analisaram a estrutura populacional de sete localidades de 

C. hominivorax distribuídas em todo Uruguai não detectaram divergência através de 

marcadores PCR-RFLP do DNAmt (Lyra et al. 2005), mas sim através de marcadores 
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microssatélites (Torres et al. 2007). Apesar de baixa, a estruturação detectada com 

microssatélites foi significativa, além de detectar variação temporal significativa entre 

amostras de dois anos diferentes com estes marcadores (Torres 2006). 

 

 

Figura 6. Análise de agrupamento bayesiano dos indivíduos de C. hominivorax realizado 

no programa Structure. K = 2 grupos, as cores (verde e vermelho) representam a proporção 

em que cada indivíduo pertence a um dos grupos. Os números (1-25) representam os sítios 

de coleta, aparecendo na ordem da Tabela 2. 

 

Não se detectou gargalo populacional em nenhum dos sítios de coleta para os 

modelos de mutação testados (SMM – Stepwise Mutation Model, TPM – Two-phase Model 

e IAM – Infinite Allele Model), assim como para todos os indivíduos agrupados, o que é 

esperado para uma espécie que provavelmente sobrevive ao inverno em distintos “refúgios 

climáticos” da região. 

Finalmente, nossas análises indicam que os 25 sítios de coleta na localidade de 

Artigas-Quaraí na fronteira entre Brasil e Uruguai pertencem a uma única população. 

Porém, estas amostras pertencem a uma população que não está em equilíbrio e estes 

resultados devem ser interpretados com cuidado. Meyer & Aztemi (1993) indicaram que 

em um ambiente favorável, como a região analisada, formada por pastagens naturais e rios 

com florestas ribeirinhas junto a uma das maiores concentrações de ovinos do continente 

(GliPHA 2010), as fêmeas de C. hominivorax se dispersam por distâncias médias de 2,85 

km e os machos 1,25 km. O fato de que esta espécie tem uma dinâmica populacional com 
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ciclos de expansão e gargalos sazonais na região estudada, onde as populações começam a 

se expandir em Setembro-Outubro alcançando o máximo populacional em Fevereiro-

Março, pode explicar a ausência de estrutura geográfica. Recentemente, Shpak et al. (2010) 

testaram um modelo populacional para espécies com uma dinâmica sazonal, como C. 

hominivorax, mostrando que no início da expansão, a espécie está constituída por pequenas 

populações que sobreviveram as condições adversas. Este sistema de populações pode 

apresentar uma estruturação genética no início da estação favorável. Porém, quando as 

populações se expandem, aumenta o fluxo gênico e o sistema tende à homogeneização. 

Este representa um cenário factível dado que as amostras de C. hominivorax analisadas 

foram obtidas em Janeiro-Fevereiro. Os autores também sugerem uma amostragem seriada 

no tempo, amostrando indivíduos no começo, no meio e no final da estação, para estudar 

espécies com estas características. 
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Discussão Geral 

1. Diversidade Genética e estrutura de populações da mosca-da-bicheira: escala 

continental. 

O trabalho aqui apresentado buscou descrever e explicar a estrutura 

filogeográfica de C. hominivorax ao longo de sua atual distribuição (escala 

macrogeográfica). Este estudo, em conjunto com o trabalho realizado por Lyra et al. 

(2009), é o mais amplo sobre variabilidade genética e distribuição da diversidade em 

populações naturais de C. hominivorax. Além disso, é o primeiro que estuda a demografia 

histórica da espécie. 

Altos níveis de variabilidade expressados em termos de diversidade de 

haplótipos (Ĥ) foram revelados para as seqüências de DNA mitocondrial (fragmentos CR, 

COI e COII). Estes resultados estão em concordância com os obtidos por Lyra et al. (2009), 

para marcadores PCR-RFLP do DNAmt, nos quais se encontraram altos níveis de 

variabilidade em 34 localidades de C. hominivorax, coletadas entre o Caribe e Uruguai. 

Porém a diversidade nucleotídica (π) estimada nesse trabalho foi baixa, o que não corrobora 

os resultados obtidos com PCR-RFLP, mostrando que o método de estimativa usado para 

dados de restrição (método de Nei & Li, 1979), superestimou a diversidade nucleotídica. 

Em escala continental, foram identificados quatro grupos regionais de 

distribuição da variabilidade genética: um grupo correspondente às localidades de Cuba 

(CG), um de República Dominicana (DRG), um ao Norte da região Amazônica (NAG) e 

um ao Sul da região Amazônica (SAG). 

Na região do Caribe (CG e DRG), foi observada a maior divergência entre as 

localidades, o que também foi observado para os marcadores PCR-RFLP do DNAmt e para 

microssatélites (Lyra et al. 2009, Torres & Azeredo-Espin, 2009). Os dados obtidos para a 

região apóiam a hipótese de que o Mar do Caribe atua como uma barreira capaz de limitar o 

fluxo gênico entre as ilhas e o continente. Os três trabalhos indicam que as populações de 

C. hominivorax das ilhas analisadas (Cuba, Jamaica, República Dominicana e Trinidad & 

Tobago) constituem unidades evolutivas independentes conectadas por reduzido fluxo 

gênico. Isso sugere que cada ilha pode ser considerada uma unidade de manejo em um 

programa de controle. 
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Os dados de seqüências mitocondriais de C. hominivorax apresentados no 

artigo 1 corroboram que as ilhas do Caribe foram colonizadas a partir do continente. No 

entanto, Cuba parece ter uma história de colonização diferente, como sugerido por dados de 

PCR-RFLP (Lyra 2008). A colonização de Jamaica, República Dominicana e Trinidad & 

Tobago foi provavelmente a partir de populações da América do Sul, uma vez que foram 

identificados haplótipos compartilhados ou uma pequena divergência entre os haplótipos 

continentais e dessas ilhas. A possível origem sul-americana das populações de Jamaica 

também foi sugerida por Roehrdanz & Johnson (1988). Neste trabalho, também sugerimos 

que Cuba foi colonizada a partir da América do Norte ou Central continental. 

Embora essa hipótese de colonização de Cuba seja difícil de ser testada uma 

vez que esta praga foi erradicada de América do Norte e Central continental, no artigo 2 foi 

possível obter amostras dessas regiões que foram mantidas na Biofábrica do USDA 

(Ministério de Agricultura e Pecuária dos Estados Unidos). Estas amostras da Biofábrica 

foram coletadas antes da erradicação e representam amostras dos Estados Unidos, México, 

Belize e Costa Rica. As comparações destas amostras com as seqüências do Caribe e 

América do Sul indicam uma maior proximidade com as amostras de Cuba que com as 

outras localidades. Taylor et al. (1996), analisando amostras de Cuba, América Central e 

alguns indivíduos da América do Sul, também demonstraram que Cuba apresenta uma 

maior similaridade com amostras de C. hominivorax da América Central. A Figura 1 

representa esquematicamente essa relação e os resultados apóiam a hipótese de que as 

populações de Cuba são originarias da América do Norte ou Central continental. 
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Figura 1. Genealogia bayesiana das seqüências do DNAmt (CR-COI-COII) incluindo os 

indivíduos de Cuba e da Biofábrica. A cor azul indica os agrupamentos de indivíduos do 

norte da Amazônia (NAG), a cor verde os do sul da Amazônia (SAG), a cor vermelha os de 

Cuba e a cor laranja os de América Central e do Norte (indivíduos da Biofabrica do USDA, 

Fargo). No detalhe o clado formado pelos indivíduos de Cuba e de América Central e do 

Norte. O mapa indica as localidades de coleta de C. hominivorax de Cuba (vermelho) e das 

amostras da Biofábrica do USDA Fargo (laranja). 

 

Se por um lado as populações de C. hominivorax do Caribe estão estruturadas 

geograficamente, os estudos realizados na América Sul numa escala continental (Torres 

2006, Lyra 2008, Lyra et al. 2009) não têm detectado um padrão de diferenciação genética 

entre as populações correlacionado com a geografia. Com os dados de seqüências do 

genoma mitocondrial aqui apresentados, foi possível caracterizar a diferenciação entre as 

populações do norte e do sul da região Amazônica. Alguns autores (Roehrdanz & Johnson 

1988, Roehrdanz 1989 e Taylor et al. 1996) já tinham reportado certo grau de diferenciação 
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entre América do Norte e Central em relação à América do Sul, porém a estruturação das 

populações de C. hominivorax da América do Sul é descrita pela primeira vez.  

A quebra filogeográfica entre América Central e do Sul é um padrão bem 

caracterizado para distintos taxa, tanto animais (Brower 1994, Slade & Moritz 1998, 

Hoffmann & Baker 2003 e Mirabello & Conn 2006) quanto vegetais (Dick et al. 2003, 

Lemes et al. 2010). Porém, os tempos de divergência diferem entre as distintas espécies. Na 

região Amazônica, o padrão de divergência intra-específica tem sido principalmente 

investigado em espécies que habitam a floresta, e poucos estudos têm abordado o efeito do 

aumento e retração da floresta devido às oscilações climáticas do Pleistoceno em espécies 

que habitam fora da mesma (Wüster et al. 2005).  

Os adultos de C. hominivorax habitam o ecótono entre florestas e áreas de 

pastagens (Thomas 1993, Phillips et al. 2004, Garcia et al. 2007). Sendo assim, o aumento 

da floresta Amazônica nos períodos favoráveis do Pleistoceno pode ter representado uma 

barreira capaz de isolar as populações do norte (NAG) e do sul (SAG). As simulações de 

coalescência usadas para testar dois modelos de divergência populacional e investigar os 

tempos de divergência, não rejeitaram uma única hipótese, a separação simultânea dos 

grupos da América do Norte e Central, do norte (NAG) e do sul (SAG) da Amazônia há 

~240.000 anos. A análise filogenética e as estimativas do tempo de divergência realizadas 

no artigo 2, mostram um clado monofilético que agrupa as amostras da América do Norte e 

Central que se separou da América do Sul aproximadamente nesta data (~240.000 anos 

atrás) de acordo com as simulações de coalescência. Porém, a proximidade genética 

(descrita no artigo 1) e a topologia da filogenia (descrita no artigo 2), em que não foi 

possível identificar clados monofiléticos com concordância geográfica na América do Sul, 

mostram a divergência recente entre NAG e SAG. Também, estes resultados evidenciam 

possíveis contatos posteriores à divergência apoiada pelas simulações de coalescência. 

Provavelmente, as oscilações climáticas de Pleistoceno que promoveram retrações e 

aumentos da floresta Amazônica propiciaram este cenário onde NAG e SAG estiveram em 

contato durante os períodos de glaciação e separados nos períodos de aumento da 

temperatura.  
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As modelagens ecológicas (Maxent – artigo 2) realizadas para o presente, o 

último máximo glacial (~20.000 anos atrás, modelos CCSM e MIROC) e o último máximo 

quente (~120.000-140.000 anos atrás, modelo LIG) identificaram a região Amazônica 

como uma área de baixa probabilidade, ou ausência, de C. hominivorax nos períodos 

quentes (Figura 3 e 5 – artigo 2). Os dois modelos do último máximo glacial mostram 

áreas de média a alta probabilidade no oeste da região Amazônica, o que aumentou o 

contato entre as regiões norte e sul do continente, possibilitando a migração de C. 

hominivorax através de áreas ocupadas por florestas nos períodos quentes. Este cenário 

com vários momentos de contato e separação, que promove uma evolução reticulada dos 

grupos, não foi testado até o momento. Mas existem evidências, genéticas e de modelagem 

ecológica, que mostram este cenário como provável e sendo assim a relação entre NAG e 

SAG é histórica, não havendo fluxo gênico atual entre esses grupos. Porém, a migração 

mediada pelo homem não pode ser descartada, e nos dados apresentados só parece ter 

acontecido ocasionalmente. Nesse contexto, podemos sugerir que na atualidade os dois 

grupos podem ser considerados de forma independente para o controle desta espécie praga 

da pecuária. 

A baixa diferenciação entre as populações de C. hominivorax do grupo SAG 

sem um padrão geográfico, apesar da grande área estudada, se deve provavelmente mais ao 

processo de expansão populacional observado do que ao fluxo gênico atual entre demes. O 

padrão de variabilidade genética observado nas populações de C. hominivorax, com 

elevados valores de Ĥ e baixos de π, assim como os distintos clados em forma de estrela 

nas redes de haplótipos são características de uma espécie que atravessou um processo de 

expansão populacional. A investigação da variação do tamanho efetivo populacional (Ne) 

no tempo (Bayesian Skyline Plot – BSP) mostrou que o processo de expansão começou 

~20.000-25.000 anos atrás e continuou até o presente. Interessantemente, apesar de a 

espécie ser dependente de hospedeiros de sangue quente, a extinção de muitos taxa de 

mamíferos no período posterior ao último máximo glacial (~12.000 anos atrás, revisado em 

Barnosky et al. 2004, Vivo & Carmignotto 2004) parece não ter afetado negativamente as 

populações de C. hominivorax. De forma contrária, a espécie começou um processo de 

expansão populacional desde antes desse período, o que sugere que a demografia de C. 
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hominivorax pode estar associada com a expansão humana no continente (Fagundes et al. 

2009). Também está provavelmente associada com a domesticação de animais, o que 

contribui para o aumento da disponibilidade de recursos, mesmo que a riqueza de espécies 

tenha diminuído. A associação entre demografia de um organismo e os seres humanos já foi 

demonstrada anteriormente (ex. Anopheles, Donnelly et al. 2001). Além disso, Mes (2003) 

sugeriu que a demografia de algumas espécies de nematóides endoparasitos do gado está 

correlacionada com a demografia dos humanos. 

A diferenciação detectada dentro de NAG principalmente se deve às 

comparações pareadas entre as localidades de Jamaica, Trinidad & Tobago e Equador 

(localidade situada na margem oeste da Cordilheira do Andes). Embora seja difícil observar 

um padrão geográfico nas populações continentais deste grupo, isto provavelmente também 

seja devido ao processo de expansão populacional histórico detectado em C. hominivorax e 

não ao fluxo gênico atual, pelo menos através dos Andes. Nesta região, tem se demonstrado 

que os Andes atuam como uma barreira para o mosquito Anopheles albimanus (Gutierrez et 

al. 2009), tendo sido identificados grupos de populações distribuídos no litoral do Caribe e 

no litoral Pacifico. 

 

2. Diversidade genética e estrutura da mosca-da-bicheira: escala local. 

Caracterizar a estrutura genética espacial, entender como as distintas 

populações locais estão conectadas e entender a dinâmica local podem ajudar no desenho 

de um programa de controle para a mosca-da-bicheira. Como discutido acima, na América 

do Sul foram identificados dois grandes grupos de populações e embora não tenha sido 

detectada uma diferenciação significativa das amostras continentais dentro dos grupos, isto 

foi atribuído a eventos históricos e não ao fluxo gênico atual. Desta forma, a identificação 

de populações geográficas locais dentro destes grupos é ainda um desafio. 

Trabalhos realizados numa escala geográfica menor, que compararam sete 

localidades de Uruguai, através de PCR-RFLP do DNAmt (Lyra et al. 2005) e 

microssatélites (Torres et al. 2007), revelaram alta diversidade genética e sugeriram que as 

populações de C. hominivorax são muito similares no extremo sul da distribuição da 

espécie. Os dados mitocondriais não identificaram variação entre as populações, mas os 
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marcadores microssatélites revelaram uma variação pequena, porém significativa. A 

diferença entre os resultados obtidos 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). Por outro lado, a 

observação de populações localmente diferenciadas quanto ao DNAmt e pouco 

diferenciadas para marcadores microssatélites leva a interpretações diferentes com respeito 

à dinâmica das populações analisadas. Nesse caso, as diferenças poderiam ser explicadas, 

por exemplo, por flutuações no tamanho efetivo da população (populações 

demograficamente instáveis). Eventos de drástica redução no tamanho da população 

seguidos de uma rápida expansão podem levar à recuperação da variabilidade nuclear (que 

pode mascarar um efeito gargalo) e a não recuperação da variabilidade mitocondrial (Nei et 

al., 1975), já que o tamanho efetivo mitocondrial é menor e o efeito gargalo deve ser mais 

drástico para esse marcador. 

A análise de amostras de C. hominivorax provenientes de 25 sítios de coleta, 

numa área de 90 por 60 km nas localidades de Artigas e Quaraí na fronteira entre Uruguai e 

Brasil, mostrou altos valores de diversidade haplotípica (Ĥ) e baixos de diversidade 

nucleotídica (π) para o DNAmt, assim como valores baixos de variabilidade em oito loci de 

microssatélites. As estimativas de divergência populacional foram não significativas, 

indicando que nesta escala todos os sítios podem ser considerados como integrantes da 

mesma população. Esta população também mostra sinais de expansão populacional para os 

dados mitocondriais, porém a variabilidade genética observada indica que se trata de uma 

população capaz de sobreviver ao inverno no local, sendo as flutuações populacionais 

relacionadas à dinâmica sazonal do clima na região estudada. 

A expansão dos programas de controle de C. hominivorax para novas regiões 

encontra-se sob discussão. Por exemplo, na região de Artigas-Quaraí analisada no artigo 3, 

foi realizado um plano piloto de liberação de insetos estéreis entre janeiro e abril de 2009 

(MGAP 2009). A delimitação das unidades de manejo para um programa de controle 

requer a identificação das populações geográficas, assim como entender os processos 

demográficos históricos que moldaram a distribuição da variabilidade genética observada e 

distingui-los do fluxo gênico atual. Esta informação é importante na escolha da região e da 
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escala geográfica em que o controle será realizado, permitindo estabelecer os custos 

econômicos e a logística envolvida no programa, assim como avaliar os riscos de re-

invasão após sua finalização. 
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Conclusões 

• Cochliomyia hominivorax apresenta estrutura populacional e alta diversidade 

mitocondrial ao longo da atual distribuição geográfica. 

• A diversidade genética detectada está distribuída em quatro grupos regionais, grupo 

de Cuba (CG), de República Dominicana (DRG), do norte (NAG) e do sul (SAG) 

da região Amazônica. 

• Os eventos históricos (i.e. colonização, vicariância, expansão populacional) foram 

mais importantes em moldar a distribuição da diversidade observada que o fluxo 

gênico atual (i.e. dispersão natural e/ou mediada pelo homem). 

• As populações que habitam as ilhas do Caribe são derivadas de populações 

continentais. 

• Cuba foi colonizada a partir de populações de América do Norte e ou Central, e 

República Dominicana, Trinidade & Tobago e Jamaica a partir de populações de 

América do Sul. 

• Os dois grupos da América do Sul (NAG e SAG) não compartilham haplótipos, mas 

são geneticamente próximos. 

• Embora não detectado nas simulações de coalescência, os dados sugerem uma 

separação recente destes grupos. 

• As oscilações climáticas do Pleistoceno parecem ter gerado ciclos de separação e 

mistura das populações de NAG e SAG, o pode ajudar a confundir o padrão de 

divergência. 

• Não há evidências de um fluxo gênico atual importante entre NAG e SAG. 

• No nível local, a estrutura genética das populações de C. hominivorax está 

fortemente influenciada pelas flutuações demográficas sazonais.  
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