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RESUMO

Calliphoridae ¢ uma familia de dipteros (Insecta, Diptera, Oestroidea) com mais de 1.500
espécies conhecidas e distribuidas mundialmente, das quais cerca de 70 e 20 tém ocorréncia
registrada para a regido Neotropical e Brasil, respectivamente. A maioria das espécies tem
habito necrofago, por esta razao seus imaturos sdo frequentemente encontrados em corpos em
decomposicdo. Dados biologicos e ecoldgicos de califorideos t€ém sido usados, dentro do
escopo forense, para auxiliar na estimativa do intervalo pés-morte. No entanto, para acessar tais
dados se faz necessaria a correta identificacdo das espécies. Comumente, a identificacdo de
espécimes imaturos ¢ feita por meio de comparagdes com imagens ou a partir de descrigoes e
chaves de identificacdo disponiveis na literatura. A grande variacdo intraespecifica e pouca
variacao interespecifica torna a identificacdo dos imaturos mais laboriosa. Adicionalmente, a
inexisténcia ou escassez de descrigdes, chaves e alternativas para identificagdo para algumas
fases de desenvolvimento e espécies também contribuem para ampliar esse impedimento
taxondmico. Levando isso em conta, neste estudo objetivou-se descrever ou redescrever,
fotodocumentar e ilustrar os caracteres anatomicos de larvas de primeiro e terceiro estadio de
califorideos dos géneros Calliphora, Chrysomya, Cochliomyia, Hemilucilia, Lucilia,
Paralucilia e Sarconesia de importancia forense, especialmente para a regido Neotropical.
Visando tornar a identificacdo mais acessivel também foram elaboradas chaves tradicionais
(dicotomicas) e de multiplo acesso e interativas. Larvas foram obtidas a partir de colonias de
moscas adultas mantidas em laboratdrio, coletadas no campo ou parasitando vertebrados.
Caracteres anatOmicos internos, como o cefaloesqueleto, e externos como o tegumento,
espinhos, papilas e espiraculos foram observados e fotografados por microscopia comum e por
microscopia de varredura. Matrizes de caracteres versus espécies foram construidas utilizando
os softwares Mesquite® e LUCID®. Descrigdes para larvas de primeiro e terceiro estadios de
Calliphora sp. sdo apresentadas pela primeira vez. Na chave dicotdmica e na chave interativa
para larvas de primeiro estadio foram listados 13/36 e 18/44 caracteres/estados de caracteres,
respectivamente, enquanto que para terceiro estadio foram listados 27/55 e 26/70
caracteres/estados de caracteres, respectivamente. As chaves de multiplo acesso e interativas
estdo disponiveis na rede mundial de computadores nos idiomas portugués e inglés. Neste
estudo também estdo sendo apresentadas pela primeira vez, chaves para larvas de primeiro
estadio de Calliphoridae neotropicais de importancia forense, assim como a primeira chave
interativa para larvas de primeiro e terceiro estadios. Espera-se que as descri¢des, diagnoses e
chaves disponiveis possam contribuir para minimizar o impedimento taxondmico de espécies
de importancia forense neotropicais.

Palavras-chaves: Moscas necrofagas; Larvas; Taxonomia; Intervalo pos-morte; Entomologia

forense.



ABSTRACT

Calliphoridae is a family of Diptera (Insecta, Diptera, Oestroidea) with more than 1,500 species
known and distributed worldwide, of which about 70 and 20 are registered in the Neotropical
region and Brazil, respectively. Most species have a scavenger habit, for this reason, their
immatures are often found in decomposing bodies. Biological and ecological data from
calliphorids have been used, within the scope of forensics, to assist in the estimating of the
postmortem interval. However, to access such data it is necessary to correctly identify the
species. Commonly, the identification of immature specimens is done through comparisons
with images or from descriptions and identification keys available in the literature. The large
intraspecific variation and little interspecific variation make the identification of the immatures
more laborious. Additionally, the inexistence or scarcity of descriptions, keys, and alternatives
for identification for some stages of development and species also contribute increasing these
taxonomic impediment. Taking this into account, this study aimed to describe or redescribe,
photo document and illustrate the anatomical characters of first and third instars larvae of
calliphorids of the genera Calliphora, Chrysomya, Cochliomyia, Hemilucilia, Lucilia,
Paralucilia and Sarconesia of forensic importance, especially for the Neotropical region. In
order to make identification more accessible, traditional (dichotomous) and multiple access and
interactive keys were also developed. Larvae were obtained from colonies of adult flies kept in
the laboratory, collected in the field, or parasitizing vertebrates. Internal anatomical characters,
such as the cephaloskeleton, and external, such as the integument, spines, papillae, and spiracles
were observed and photographed by ordinary and scanning microscopy. Character versus
species matrices were constructed using Mesquite™ and LUCID™ software. Descriptions for
the first and third instar larvae of Calliphora sp. are presented for the first time. In the
dichotomous key and in the interactive key for first instar larvae, 13/36 and 18/44
characters/character states were listed, respectively, while for third instar larvae, 27/55 and
26/70 characters/character states were listed, respectively. The multiple access and interactive
keys are available on the World Wide Web in Portuguese and English. In this study, keys for
first instar larvae of Neotropical Calliphoridae of forensic importance are also being presented
for the first time, as well as the first interactive key for first and third instar larvae. It is expected
that the available descriptions, diagnoses, and keys can contribute to minimizing the taxonomic
impediment of Neotropical forensically important species.

Keywords: Necrophagous Flies; Larvae; Taxonomy; Post-mortem interval; Forensic

entomology.
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LISTA DE ILUSTRACOES

Caracteres anatomicos de larvas de terceiro estadio de Calliphoridae. Em: [A]
segmentos corporais, espinulacdo e o espirdculo respiratorio anterior
(ampliado no inset), vista lateral; [B] pseudocéfalo, vista ventral; [C] e [E]
segmentos corporais e espinulacdo, vista ventral e dorsal, respectivamente;
[D] divisdao anal; [F] espiraculos respiratérios posteriores; [G] e [H]
cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: Pc=
pseudocéfalo; T1-T3= segmentos toracicos; A1-A7=segmentos abdominais;
DA= divis@o anal; CLR= cinturdo lateral de rastejamento; CVR= cinturdo
ventral de rastejamento, BA= banda de espinhos anterior; BP= banda de
espinhos posterior; Al= area interbandas; an= complexo antenal; pm= palpo
maxilar; mf= méscara facial; co= cavidade oral; EP= espirdculo posterior; P1—
P3= papilas dorsais; PA—P7= papilas ventrais; AA= almofada anal; PA= papila
anal; pa= poro anal; FE= fenda espiracular; P= peritrema; b= botao
espiracular; GO= gancho oral; ELA= esclerito labial anterior; ELP= esclerito
labial posterior; ED= esclerito dental; BP= barra parastomal; DO= depressao
optica; PD= ponte dorsal; PV= placa vertical; HP= hipofaringe; EI= esclerito
intermedidrio; CD= corno dorsal; JV= janela ventral; CV= corno ventral

Larva de terceiro estadio de Calliphora sp. Em: [A] vista lateral; [B]
pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisao anal;
[E]-[G] almofada anal e microtubérculos, vista posterior, lateral e dorsal,
respectivamente; [H]—[1] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas:
Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp= espinhos; mi=
microtubérculos; EO= esclerito oral aceSSOIIO ........c...ecevvvveeeeeveeeeeiieeeeciveeeenns

Larva de terceiro estadio de Chrysomya albiceps. Em: [A] vista lateral; [B]
pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal e tubérculos
duplos laterais nos segmentos abdominais (ampliado no inset); [D] divisao
anal; [E] tubérculo e placas do segmento AS; [F]-[G] almofada anal, vista
dorsal e posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral.
Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento tordcico; esp=
espinhos; Th=tubérculos ..........cooviiiiiiiiii e,

Larva de terceiro estadio de Chrysomya megacephala. Em: [A] vista lateral;
[B] pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisao
anal; [E]-{G] almofada anal, vista dorsal e posterior, respectivamente; [F]—
[H] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente, e variagdoes do
esclerito oral acessdrio (ver no inset). Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1=
primeiro segmento toracico; esp= espinhos; EO= esclerito oral acessorio

Larva de terceiro estadio de Chrysomya putoria. Em: [A] vista lateral; [B]

pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal;
[E] segmentos A2—A4, vista dorsal, mostrando as diferencas entre cerdas e
protuberancias (com maior aumento no inset); [F]-[G] almofada anal, vista
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Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

dorsal e posterior, respectivamente; [H]—[I] cefaloesqueleto, vista lateral e
ventral, respectivamente. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro
segmento toracico; esp= espinhos; Ce= cerdas; Pt= protuberancia .................

Larva de terceiro estadio de Cochliomyia hominivorax. Em: [A] vista lateral;
[B] pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] A5-A7
e divisdo anal com traquéias respiratorias pigmentadas; [E] divisdo anal; [F]—
[G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [H]—[I] cefaloesqueleto, vista
lateral e ventral. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento
toracico; A5—A7= quinto ao sétimo segmentos abdominais; DA= divisao anal;
esp, espinhos; Tr= traquéias respiratorias principais; Pe= pigmentagdo
externa do corno dorsal .....c..o.viiuiiiiit e

Larva de terceiro estadio de Cochliomyia macellaria. Em: [A] vista lateral;
[B] pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal dos
segmentos larvais; [D] divisdo anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e
posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vistal lateral e ventral. Abreviaturas: Pe=
pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp=espinhos .................

Larva de terceiro estadio de Lucilia cuprina. Em: [A] vista lateral; [B]
pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisao anal;
[E]-[G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vista
lateral e ventral. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento
tOTACICO; ESP=ESPINNOS . \viviintitit ittt eee et e

Larva de terceiro estadio de Lucilia eximia. Em: [A] vista lateral; [B]
pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal;
[E]-|G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vista
lateral e ventral. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento
tOTACICO; @SP= ESPINNOS ... uvieeitiitii ittt et

Larva de terceiro estddio de Hemilucilia semidiaphana. Em: [A] vista lateral,
[B] pseudocéfalo e espinhos do T1, vista posterior; [C] vista dorsal; [D] estrias
do tegumento do AS; [E] divisdo anal; [F]-[G] almofada anal, vista dorsal e
posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pe=
pseudocéfalo, TI1= primeiro segmento tordcico; esp= espinhos

Larva de terceiro estadio de Hemilucilia segmentaria. Em: [A] vista lateral;
[B] pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] estrias
do tegumento do AS; [E] divisdo anal; [F]-[G] almofada anal, vista dorsal ¢
posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pc=
pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp=espinhos ...................

Larva de terceiro estadio de Paralucilia fulvinota. Em: [A] vista lateral; [B]
pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal;
[E]-|G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vista
dorsal e ventral, respectivamente, e variagdes do esclerito oral acessorio (ver
no inset). Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico;
ESP= ESPINNOS .. .utititit it erae s
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Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Capitulo IT

Figura 1

Figura 2

Larva de terceiro estadio de Sarconesia chlorogaster. Em: [A] vista lateral;
[B] pseudocéfalo e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo
anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [F]—[H] cefaloesqueleto,
vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro
segmento tOracico; eSP= eSPINNOS .........ccovvvriiriiriiieieiiiiee et e

Regido anterior de uma larva de terceiro estddio de Calliphoridae por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Em: [A] pseudocéfalo; [B] lobo
do pseudocéfalo e em detalhe o complexo antenal e o palpo maxilar com suas
sensilas. Abreviaturas: an= complexo antenal; pm= palpo maxilar; co= cristas
orais; sb= sensilas basicOnicas; sc= sensilas celocOnicas .............ccccovveevneen..

Divisdo anal de larvas de terceiro estadio de Calliphoridae por Microscopia
Eletronica de Varredura. Em: [A] Calliphora sp.; [B] Chrysomya albiceps;
[C] Chrysomya megacephala; [D] Chrysomya putoria; [E] Cochliomyia
hominivorax; [F] Cochliomyia macellaria. Abreviaturas: EP= espiraculo
posterior; P1-P3= papilas dorsais; P4—P6= papilas ventrais .....................

Divisdo anal de larvas de terceiro estadio de Calliphoridae por Microscopia
Eletronica de Varredura. Em: [A] Lucilia cuprina; [B] Lucilia eximia; [C]
Hemilucilia semidiaphana; [D] Hemilucilia segmentaria; [E] Paralucilia
fulvinota; [F] Sarconesia chlorogaster ...............c.ccooviiiiiiiiiiiiiiiinnn.

Caracteres anatdmicos de larvas de primeiro estddio de Calliphoridae. Em: [A]
segmentos corporais e espinulacdo; [B] pseudocéfalo, vista ventral; [C]-{E]
segmentos corporais e espinulacdo, vista ventral e dorsal, respectivamente;
[D] detalhes da divisdo anal; [F] almofada anal, vista ventral; [G]-[H]
cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: Pc=
pseudocéfalo; T1-T3= segmentos toracicos; A1-A7= segmentos abdominais;
DA= divisdo anal, AI= 4area interbandas; CVR= cinturdo ventral de
rastejamento; BA= banda de espinhos anterior; BP= banda de espinhos
posterior; an= complexo antenal; pm= palpo maxilar; mf= méscara facial;
co= cavidade oral; EP= espiraculo posterior; P1-P3= papilas dorsais; P4—P7=
papilas ventrais; AA= almofada anal; PA= papila anal; pa= poro anal; GO=
gancho oral; BL= brago lateral; Lb= labro; BP= barra parastomal, DO=
depressdo Optica; PD= ponte dorsal; PV= placa vertical; EI= esclerito
intermediario; CD= corno dorsal; CV=corno ventral .............ccceevvvrvrerrrenne..

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Calliphora sp. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D]
A3-AS, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo, T1-T3= segmentos
toracicos; A1-A7=segmentos abdominais; DA= divisdo anal; CVR= cinturdo
ventral de rastejamento; EP= espiraculo posterior; P1-P3= papilas dorsais;
P4—-P7=papilas ventrais; AA= almofada anal; GO= gancho oral; BL= braco
lateral; Cr= cirros/denticulos; Lb= labro; BP= barra parastomal; DO=
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Figura 3

Figura 4

Figura §

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

depressdo oOptica; PD= ponte dorsal; PV= placa vertical; EI= esclerito
intermediario; CD= corno dorsal; CV=corno ventral ............................

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Chrysomya albiceps. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal;
[D] A3-AS, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: P1-P3= papilas dorsais; P4-P6= papilas
ventrais; A3—AS5= segmentos abdominais; ppd= processo postero-dorsal .....

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Chrysomya megacephala. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisao
anal; [D] A3—AS, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: A3—AS5= segmentos abdominais; EH=
estrutura hemisferica ...........oooiiiii i,

Ilustragdo dos caracteres anatdmicos da larva de primeiro estadio de
Chrysomya putoria. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal;
[D] A3-AS5, vista lateral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos abdominais; CLR=
cinturdo lateral de rastejamento; EH= estrutura hemisférica .....................

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Cochliomyia hominivorax. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisao
anal; [D] A3—AS, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: A3-AS5= segmentos abdominais; CLR=
cinturdo lateral de rastejamento; Arc=arco ventral .....................cooeeveennenn

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Cochliomyia macellaria. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo
anal; [D] A3—AS5, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivemente. Abreviaturas: A3-AS= segmentos abdominais; CLR=
cinturdo lateral de rastejamento ............c.oveviiiiiiiiiiiii i

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estddio de Lucilia
cuprina. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS,
vista ventral; [E] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente.
Abreviaturas: A3—AS5= segmentos abdominais ................ocoeiiiiiiinn...

Ilustrag@o dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Lucilia
eximia. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS,
vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente.
Abreviaturas: A3—AS5= segmentos abdominais ................ccceereeveevreerreennennn.

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Hemilucilia semidiaphana. Em: [ A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo
anal; [D] A3—AS5, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos abdominais ....................
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Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de
Sarconesia chlorogaster. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisao
anal; [D] A3—A5, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: A3—AS5= segmentos abdominais; Arc= arco
VEITAL <. oot

Vistas lateral e ventral dos cefaloesqueletos de larvas de primeiro estadio de
Calliphoridae. Em: [A]-[B] Calliphora sp; [C]-[D] Chrysomya albiceps, [E]—
[F] Chrysomya megacephala; [G]-[H] Chrysomya putoria; [1]-[J]
Cochliomyia hOMIRIVOFAX .........c.ociiii it

Cefaloesqueletos de larvas de primeiro estddio de Calliphoridaec. Em: [A]
Calliphora sp., vista lateral; [B]-[C] Calliphora sp., por¢ao anterior, vistas
lateral e ventral, respectivamente; [D] Chrysomya albiceps, vista lateral; [E]—
[F1 Chrysomya albiceps, por¢do anterior, vistas lateral e ventral,
respectivamente; [G] Chrysomya megacephala, vista lateral; [H]-[I]
Chrysomya megacephala, porgao anterior, vistas lateral e ventral,
respectivamente; [J] Chrysomya putoria, vista lateral; [K]-[L] Chrysomya
putoria, por¢do anterior, vistas lateral e ventral, respectivamente; [M]
Cochliomyia hominivorax,vista lateral; [N]-[O] Cochliomyia hominivorax,
porgdo anterior, vistas lateral e ventral, respectivamente ..........................

Vistas lateral e ventral de cefaloesqueletos de larvas de primeiro estadio de
Calliphoridae. Em: [A]-[B] Cochliomyia macellaria; [C]-[D] Lucilia
cuprina; |EJHF] Lucilia eximia; |G]-[H] Hemilucilia semidiaphana; [1]-{J]
Sarconesia chlorogaster .............ccooiiiiiiiiiiiiiiiiii

Cefaloesqueletos de larvas de primeiro estddio de Calliphoridae. Em: [A]
Cochliomyia macellaria, vista lateral; [B]-[C] Cochliomyia macellaria,
porgdo anterior, vistas lateral e ventral; [D] Lucilia cuprina, vista lateral; [E]-
[F] Lucilia cuprina, por¢do anterior, vistas lateral e ventral; [G] Lucilia
eximia, vista lateral; [H]-[I] Lucilia eximia, por¢do anterior, vistas lateral e
ventral; [J] Hemilucilia semidiaphana, vista lateral; [K]-[L] Hemilucilia
semidiaphana, por¢do anterior, vistas lateral e ventral, [M] Sarconesia
chlorogaster, vista lateral; [N]—[O] Sarconesia chlorogaster, por¢ao anterior,
vistas lateral e ventral ... e e e

Regido anterior e posterior de uma larva de primeiro estddio de Calliphoridae
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Em: [A] pseudocefalo, em
detalhe o complexo antenal, palpo maxilar, cristas orais, cirros e labios; [B]
divisdo anal. Abreviaturas: ci= cirros/denticulos; an=complexo antenal; pm=
palpo maxilar; co, cristas orais; Is= labio superior; li= labios inferiores; EP=
ESPITACUIO POSLEIIOT .. 'vt ittt e et et et

Pseudocefalos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae por Microscopia
Eletronica de Varredura. Em: [A] Calliphora sp; [B] Chrysomya albiceps; [C]
Chrysomya megacephala; [D] Chrysomya putoria; [E] Cochliomyia
hominivorax; [F] Cochliomyia macellaria. Abreviaturas: ci= cirros/denticulos
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Figura 18

Figura 19

Figura 20

Capitulo 111

Figura 1

Figura 2

Capitulo IV

Figura 1

Figura 2

Pseudocefalos de larvas de primeiro estddio de Calliphoridae por Microscopia
Eletronica de Varredura. Em: [A] Lucilia cuprina; [B] Lucilia eximia; [C]
Hemilucilia semidiaphana; [D] Sarconesia chlorogaster ............cccceeeeuee..

Espiraculos respiratorios posteriores de larvas de primeiro estadio de
Calliphoridae por Microscopia Eletronica de Varredura. Em: [A] Calliphora
sp; [B] Chrysomya albiceps; [C] Chrysomya megacephala; [D] Chrysomya
putoria; [E] Cochliomyia hominivorax; [F] Cochliomyia macellaria.
Abreviaturas: r=ramificagdes; fe= fendas espiraculares ..........................

Espiraculos respiratorios posteriores de larvas de primeiro estddio de
Calliphoridae por Microscopia Eletronica de Varredura. Em: [A] Lucilia
cuprina; [B] Lucilia eximia; [C] Hemilucilia semidiaphana; [D] Sarconesia
CRIOTOGASION ..o e

Lucid™ interface and, highlighted, the initial steps for users to access
forensically important Neotropical Calliphoridae third instar larvae
1dentification KEY.......viuiiti it

Some of the images available in the key to illustrate external and internal
morphological characters of a third instar Calliphoridae larva. In: (A) habitus,
(B) posterior spiracles, (C) cephaloskeleton in lateral view and (D) anal
division. Pc= pseudocephalon, T1-T3= thoracic segments, Al—A7=
abdominal segments, AD= anal division, LCW= lateral creeping welt, asb=
anterior spinose bands, psb= posterior spinose bands, IA= interbands area,
mh=mouthhook, aos= accessory oral sclerite, ds= dental sclerite, als= anterior
labial sclerite, pls= posterior labial sclerite, ie= intermediate sclerite, vp=
vertical plate, pb= parastomal bar, db= dorsal bridge, dc= dorsal cornu, vc=
ventral cornu. Scale bars: A=2 mm and B-D=0.5 mm ..........cceceerrrnenenne.

A titulo de exemplo, larva de primeiro estidio de Calliphoridae, em vista
lateral [A] e em detalhe os espinhos (esp), Gltimo segmento abdominal, em
vista posterior [B] exibindo os espiraculos respiratérios (ep), cefaloesqueleto
em vista lateral [C] e pseudocéfalo em vista ventral. Em: go= gancho oral; bl=
brago lateral; Lb= labro; ei= esclerito intermediario; pd= ponte dorsal, ft=
fragma tentorial; cd= corno dorsal; cv=corno ventral .....................ccceeue.

Interface da chave interativa para larvas de primeiro estddio de Calliphoridae
de importancia forense do Brasil. Em: [A] janelas e barra de recursos do
software, [B] lista de caracteres e estados disponiveis para o usudrio, [C]
janela que exibe os caracteres que foram selecionados pelo usudrio, [D] lista
de espécies disponiveis na chave e [E] espécies eliminadas no decorrer do uso
dachave ...,
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1. Introducao

Por ser um grupo de organismos bem diverso e amplamente distribuido na natureza,
presentes em quase todos os habitats (Rafael et al., 2012), ndo ¢ de surpreender que os insetos
(Arthropoda) ganhem destaque e se tornem relevantes em varios campos, desde o econdmico,
sanitario, médico, terapéutico, ambiental, alimentar até o forense (e.g., Guimaraes e Papavero,
1999; Cabrini et al., 2013; Grisi et al., 2014; Costa-Neto e Dunkel, 2016; Marcondes e Thyssen,
2017; Masiero et al., 2020). No que diz respeito a entomologia forense, para qual este estudo
buscou trazer contribuigdes para ampliar seu conhecimento, ¢ uma area que pode ser definida
como o estudo dos insetos € outros artropodes que, quando associado aos demais procedimentos
periciais, tem o proposito de descobrir informagdes que possam ter valia para o andamento ou
conclusdo de um processo investigativo (Thyssen, 2011). Para responder questdes acerca do
intervalo pds-morte, causa da morte, maus tratos ou negligéncia muitas vezes se faz necessario
acessar os dados bioldgicos, ecoldgicos ou de distribui¢do dos insetos que estdo associados aos
corpos (Thyssen et al., 2012; 2018; Souza et al., 2013). Para tanto, a identificagdo correta de
um ou, em certas circunstancias, de mais de um taxon é fundamental.

Atualmente, a identificacdo de adultos e imaturos de moscas varejeiras, como sao
conhecidos os dipteros da familia Calliphoridae, ¢ feita mais frequentemente por meio de
consulta as descricdes morfologicas, chaves de identificacdo (e.g., Greenberg e Szyska, 1984;
Florez e Wolff, 2009; Grella et al., 2015) e, alternativamente, através de métodos moleculares
(e.g. Sperling et al., 1994; Thyssen et al., 2005). As formas imaturas, particularmente, estao
mais sujeitas ao impedimento taxondmico. Isso porque hd pouca variagdo interespecifica e
grande variagdo intraespecifica associada ao niimero reduzido de caracteres anatomicos nesta
fase da vida de um inseto holometabolo (Thyssen, 2010). Adicionalmente, chaves de
identificagdo para imaturos sdo escassas ou pouco abrangentes (e.g., Queiroz e Carvalho, 1987),
além do fato de que para algumas espécies descri¢cdes de ovos, larvas e pupas podem nao estar
disponiveis (e.g. Thyssen e Linhares, 2007).

Tornar o processo de identificacdo mais acessivel, pratico e seguro, e fornecer
descri¢des detalhadas incluindo, de preferéncia, imagens de boa qualidade, se tornam cada vez
mais necessarios para que os impedimentos taxonomicos e as limitagdes, pertinentes até mesmo
ao método escolhido para atingir o diagndstico, sejam diminuidos. Levando em conta todas
essas questdes, esta dissertacdao foi estruturada em quatro capitulos: nos dois primeiros sao

apresentadas descricdes e redescricdes dos caracteres anatomicos de larvas de primeiro e
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terceiro estadios de espécies de Calliphoridae neotropicais de importancia forense, assim como
chaves taxondmicas tradicionais (ou dicotomicas) para espécies de cada um destes estadios; os
dois seguintes apresentam, pela primeira vez, chaves taxondmicas de multiplo acesso e

interativas para os mesmos estadios e espécies de insetos amostrados nos capitulos anteriores.
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2. Revisao bibliografica

2.1. Entomologia Forense

Desde o século XIII, a literatura vem reportado uma série de relatos sobre como os
insetos podem ser uteis para elucidar questdes de cunho judicial ao redor do mundo (Benecke,
2001), incluindo o Brasil (Pujol-Luz et al., 2008). No entanto, como ciéncia, a entomologia
forense foi formalmente reconhecida a partir da publicagdo de La faune des cadavres:
application de l'entomologie a la médecine légale (Mégnin, 1894). A entomologia forense
médico-legal ¢ um dos bragos (Lord e Stevenson, 1986 apud Byrd e Castner, 2010) mais
difundidos devido a possibilidade em usar informagdes fornecidas pelos insetos para estimar o
intervalo pos-morte (IPM), a causa da morte, evidenciar casos de negligéncia ou maus tratos,
entre outros (e.g., Kosmann et al., 2011; Thyssen et al., 2012, 2018; Vairo et al., 2014; Pujol-
Luz et al., 2016).

O IPM, de modo geral, ¢ estimado a partir da evolucao do livor, algor e rigor mortis,
contudo, quanto maior o tempo de 6bito, menor serd a probabilidade de se obter uma estimativa
mais acurada devido, sobretudo, a sobreposicao dos fendmenos cadavéricos (Campobasso e
Introna, 2001). O intervalo de tempo entre a colonizagdo de um corpo por insetos € o encontro
do mesmo também pode ser usado para estimar o [PM (Erzinglioglu, 1983), com uma certa
vantagem quando comparado aos demais métodos de avaliagdo tanatologica no que diz respeito
a confianca, particularmente apds 72 horas do 6bito (Kashyap e Pillai, 1989; Goft, 2010).

De acordo com Catts (1992), existem duas metodologias para calcular o IPM através
dos dados entomoldgicos: o [IPM minimo (IPMmin) e o IPM méximo (IPMmax). O IPMmin
toma como base a idade dos espécimes imaturos que se criam nos corpos, a qual pode ser
definida a partir de caracteres morfologicos ou ontogénicos (Villet et al., 2010). Em fungao
disso, o [PMmin s6 pode ser aplicado em casos de morte recente onde ha certeza de que os
primeiros colonizadores permanecem associados aos corpos (Thyssen, 2011). J&4 o [PMmax se
baseia na sucessao ecoldgica, isto €, no padrdo de visita e/ou colonizagdo dos insetos no cadaver
ao longo do processo de decomposi¢do, como proposto inicialmente por Mégnin (1894). E
importante ressaltar que fatores ambientais como, por exemplo, temperatura, umidade relativa
do ar e altitude, podem interferir diretamente na decomposi¢ao e na distribui¢do de uma espécie
em um dado local, resultando assim em problemas na reprodutibilidade e consequentemente na

aplicabilidade do IPMmax (Wells e LaMotte, 2017; Matuszewski, 2017, 2021).
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Entre os insetos mais comumente reportados em corpos em decomposicao estdo as
moscas (Diptera), besouros (Coleoptera), borboletas e mariposas (Lepidoptera), formigas,
abelhas e vespas (Hymenoptera) (Reed, 1958; Smith, 1986). Dipteros sdo os mais
representativos tanto no que diz respeito a frequéncia quanto pela abundancia em corpos em
decomposicao, ovipositando ou larvipositando neste substrato, cerca de 10 a 30 minutos ap6s a
morte (Smith, 1986; LéBlanc e Logan, 2010). Entre os primeiros colonizadores estdo as moscas
das familias Calliphoridae e Sarcophagidae (Greenberg, 1991; Oliveira Costa e Mello-Patiu
2004; LéBlanc e Logan, 2010), seguidas por Muscidae, Fanniidae, Phoridae, Piophilidae,
Ulidiidae, Sepsidae e Scatophagidae (Carvalho e Mello-Patiu, 2008; Carvalho e Linhares, 2000;
Campobasso et al., 2004).

2.2. Familia Calliphoridae (Diptera, Oestroidea)

Existem mais de 1.500 espécies de Calliphoridae mundialmente distribuidas (Courtney
et al., 2017), das quais mais de 100 sao Neotropicais e mais de 20 sdo encontradas no Brasil
(Carvalho e Ribeiro, 2000; Carvalho e Mello-Patiu, 2008; Whitworth et al., 2010; 2012; 2014;
Kosmann et al., 2013; Wolff e Kosmann, 2016). Na busca por substratos para sua alimentagao
e para a criagdo de seus imaturos, os califorideos podem parasitar hospedeiros vertebrados
(miiases) ou entrar em contato com lixo urbano, fezes e outros tipos de matéria organica,
tornando-se potenciais carreadores de uma ampla gama de patégenos, tais como ovos de
helmintos, oocistos de protozodrios, bactérias e virus (Greenberg, 1971; Oliveira et al., 2002;
Graczyk et al., 2003; Thyssen et al., 2004; Tomberlin et al., 2017; Marcondes e Thyssen, 2017).
Do ponto de vista da relagdo parasita-hospedeiro, as miiases podem ser classificadas em
obrigatdrias, facultativas ou acidentais.

As miiases obrigatoérias (ex. Cochliomyia hominivorax) sdo caracterizadas pela ingestao
de tecidos corporais ou outras substancias em hospedeiros vivos. Nas miiases facultativas (ex.
Chrysomya megacephala), as larvas consomem matéria organica em decomposi¢do e
eventualmente, de maneira oportunista, se alimentam de tecido desvitalizado de vertebrados
vivos. As miiases acidentais ou pseudomiiases, ocorrem através da ingestao de formas imaturas
(ovos e larvas) - raramente pela penetracao de larvas nos orificios naturais dos animais - sendo
a maioria dos casos registrados como urogenitais, intestinais ou nasofaringeas (ex. Calliphora
vicina) (Zumpt, 1965; Guimaraes e Papavero, 1999; Lee et al., 2005; Marcondes e Thyssen,
2017).
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No Brasil, além de afetar os seres humanos, as miiases também afetam as criagdes de
gado e de outros animais, causando prejuizos diretos na produgdo de carne, couro e leite
resultando em sérios problemas econdmicos (Grisi et al., 2014). Assim, técnicas de controle de
miiases tém sido conduzidas e investigadas, bem como, o uso de miiases facultativas como
forma de terapia (terapia larval ou bioterapia) para cicatrizag¢do de determinados tipos de feridas
(ex. Cochliomyia macellaria) (Hall e Wall, 1995; Sherman, 2003; Masiero et al., 2016).

Espécies de Calliphoridae também compdem substancialmente a fauna decompositora
(Ferrar, 1987; Greenberg, 1971; Wolff e Kosmann, 2016) e por sua associagdo a praticamente
todos os estagios de decomposi¢do sdo relevantes no ambito forense (Carvalho et al., 2000;
Oliveira e Vasconcelos, 2017). Ao se utilizarem de corpos em decomposi¢cdo para o
desenvolvimento de seus imaturos, t€m se tornado importantes na resolugao de casos periciais
(Carvalho e Linhares, 2001; Oliveira ¢ Vasconcelos, 2010; Kosmann et al., 2011, Thyssen et
al., 2012; 2018; Vasconcelos et al., 2014), principalmente quando as larvas s3o as unicas
evidéncias da cena de um crime (Thyssen et al., 2005; 2018) e podem ser encontradas em grande
quantidade (Greenberg e Kunich, 2002). Morfologicamente seus adultos sdo caracterizados
pelo tamanho variando entre 4 a 16mm, sua coloracdo verde ou azul metalica, a nervura M da
asa geralmente angulosa, presenca de fileira de cerdas na hipopleura e presenga de duas cerdas
na notopleura (Dear, 1985; Carvalho e Mello-Patiu, 2008) e suas larvas sdo caracterizadas pelo
corpo cilindrico, placa espiracular sem cavidade e fendas respiratdrias retilineas (Szpila, 2010;
Thyssen, 2010).

As larvas de Calliphoridae apresentam trés estadios de desenvolvimento, cada uma com
caracteristicas gerais proprias. As larvas de primeiro estddio podem ser identificadas pela
presenca do labro no cefaloesqueleto, pela auséncia de espiraculos respiratorios anteriores
visiveis em microscopia Optica comum na regido anterior da larva e na divisdo anal, pela
presenca de peritrema fracamente pigmentado e geralmente a presenga de uma unica fenda
espiracular. As larvas de segundo estddio sdo caracterizadas pelo gancho oral anguloso no
cefaloesqueleto, pela presenca de espirdculo respiratorio anterior com lobos dispostos em leque
e na divisao anal, os espiraculos respiratorios posteriores apresentam duas fendas espiraculares
cada. J4 as larvas de terceiro estadio sao identificadas pelo gancho oral semicircular ou curvado
no cefaloesqueleto, pela presenca de espirdculo respiratorio anterior com lobos dispostos em
leque e na divisdo anal, os espirdculos respiratorios posteriores apresentam trés fendas

espiraculares cada.
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2.3. Chaves taxondmicas e ferramentas computacionais

A taxonomia tradicional ¢ feita por meio da interpretagdo tedrica de caracteres com
preferéncia por caracteres mais relevantes (ou diagnosticos) que possam distinguir um grupo
(Amorim, 2002), e a partir da observacdo e selecdo desses caracteres, ¢ possivel produzir
descricdoes de qualidade e elaborar ferramentas para a identificagdo, chamadas de chaves
taxondmicas. A chave taxonOmica, ¢ um dispositivo utilizado para diferenciar e separar
organismos a partir de conjuntos de caracteres e estados de caracteres contrastantes, que através
de uma série de escolhas, levam o usuario a identificagdo de um espécime (Gordh e Headrick,
2001; Walter e Winterton, 2007). O uso de diagramas ou métodos similares a chaves
taxondmicas atuais, tornou possivel a caracterizacdo de diferentes organismos, trazendo
importantes avangos cientificos (Hagedorn et al., 2010).

A habilidade de se identificar uma espécie € pré-requisito para a maioria das areas das
ciéncias biologicas e algumas das primeiras chaves de identifica¢do estdo associadas a Linnaeus
e sua obra Systema naturae em 1758 e a Lamarck, que notou a importincia de se utilizar dois
estados de caracteres contrastantes para o ensino de identificacdo de plantas, formalizando este
método que culminou na publica¢do da Flore frangaise em 1778 (Walter e Winterton, 2007;
Griffing, 2011).

As chaves taxondmicas podem ser classificadas em “chaves de Unico acesso ou
monotéticas”, correspondendo as chaves dicotomicas e dicotomicas pictdricas, € as “chaves de
multiplo acesso/acesso livre” e “multi-entrada”, encaixando-se aqui as chaves interativas
(Hagedorn et al., 2010). Nas chaves dicotdmicas, o usudrio € apresentado a pares de caracteres
com estados contrastantes e a escolha de uma derivagdo o leva a um indicador para o proximo
par de caracteres ou a um ponto final, determinando o tdxon do espécime avaliado. As chaves
dicotdmicas pictoricas, funcionam da mesma maneira, porém com fotos ou ilustragdes que
permitam a visualizagdo dos caracteres e estados definidos na chave (Walter ¢ Winterton,
2007).

As chaves dicotdmicas sao mais convencionais ¢ frequentemente utilizadas por serem
facilmente imprimiveis, porém, cada par de caracteres deve ter distribuicdes idénticas de seus
estados, o que limita as possibilidades e permite ao usudrio um caminho nico de escolhas. Esta
limitagdo pode impossibilitar a identificagdo, caso algum caracter ou estado ndo seja observavel

ou seja perdido do exemplar, e ainda, qualquer erro do usudrio na atribui¢ao de um estado de
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carater ao espécime, o leva inevitavelmente a identificagcdo incorreta (Edwards e Morse, 1995;
Dallwitz et al., 2000).

A partir de inovagdes tecnoldgicas e computacionais as chaves interativas tém ganho
espaco na taxonomia permitindo uma abordagem menos abstrata da identificagdo de um
espécime. A chave interativa ¢ um programa de computador que armazena caracteres e estados
taxondmicos como uma matriz de caracteres por td&xon no qual o usudrio, ao selecionar atributos
de uma amostra bioldgica, elimina taxa cujos atributos ndo correspondem aos do espécime
avaliado, continuando este processo até que apenas um tdxon permaneca (Dallwitz et al., 2000;
Walter ¢ Winterton, 2007).

Algumas vantagens do uso deste tipo de chave ¢ que, diferente da chave dicotomica, o
usudrio ¢ livre para iniciar a identificacdo de qualquer caracteristica que seja facilmente
observavel, tem acesso facilitado ao link da chave interativa e acesso a fotos, ilustracoes,
hiperlinks de glossarios e notas sobre caracteres. Outros recursos utilizaveis incluem, conselhos
sobre quais caracteres s3o mais adequados para se usar em qualquer fase da identificagdo;
localizagdo de erros que foram contornados pelo mecanismo de tolerdncia a erros; dependéncia
de caracteres, tornando determinados estados inaplicaveis; provisao para recuperacao de
informacdes; e encontrar diferencas e semelhancas entre tdxons e descrigdes de diagnostico
(Dallwitz, 2000a; 2000b; Dallwitz et al., 2000). Entdo, este tipo de chave fornece uma
ferramenta de identificagdo profissional, tanto para morfologistas, quanto para ndo-
morfologistas (Virgilio et al., 2014).

Esfor¢cos vém ocorrendo para que a dinamizagdo e viabilizacdo das chaves interativas
seja possivel, sendo 22 matrizes de dados interativas disponiveis para a utilizagdo e construgdo
de chaves (Walter e Winterton, 2007). Dentre os softwares com maior aceitagdo com acesso

livre e sem custos estio o Open DELTA Suite ™

(Description Language for Taxonomy)
desenvolvido em 1998 (Dallwitz et al., 2016) por pesquisadores da Australia (Atlas of Living

Australia) (disponivel em https://www.delta-intkey.com/www/programs.htm) e o Lucid ",

cuja primeira versdao foi desenvolvida em 1994 no CBIT (Centre for Biological Information
Technology) por pesquisadores da Universidade de Queensland em Brisbane, Australia

(disponivel em https://www.lucidcentral.org/) (CBIT, 2019).

2.4. Uso de chaves taxonomicas no ambito forense
Os insetos encontrados em matéria organica em decomposi¢do sao mais dificeis de

serem identificados na fase imatura do que na adulta, especialmente nos estagios iniciais de


https://www.delta-intkey.com/www/programs.htm
https://www.lucidcentral.org/
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desenvolvimento (Thyssen, 2010), sendo recomendado na literatura que o imaturo coletado seja
mantido vivo e transportado ao laboratdrio para completar o seu desenvolvimento e possa ser
identificado mais facilmente (Greenberg e Kunich, 2002). Contudo, tal pratica requer que o
material seja levado prontamente para sala de criagdo (nem sempre possivel na rotina pericial),
o que levara um tempo consideravel para obter o diagnostico (alguns dias para a emergéncia
dos adultos), além da necessidade de dieta e condi¢des adequadas a sobrevivéncia do espécime
(Tao, 1927; Thyssen, 2011).

Na maioria das vezes a identificacao de imaturos tem sido feita por meio de comparagao,
isto ¢, pela busca por similaridade entre as estruturas anatomicas do espécime a ser identificado
e aquelas ilustradas ou descritas para uma espécie (por exemplo, Erzingliogu, 1989; Greenberg,
1990; Tantawi e Greenberg, 1993; Amorim e Ribeiro, 2001). Embora a maioria das chaves
taxondmicas disponiveis para imaturos de Calliphoridae sejam dicotomicas pictoricas e para o
terceiro instar (Knipling, 1983; Greenberg e Szyska, 1984; Wells, 199; Wallman, 2001; Florez
e Wolff, 2009; Szpila, 2010), algumas ainda podem trazer problemas para a identificagdo, uma
vez que as estruturas diagnosticas estdo desenhadas sem escala e propor¢ao apropriados (ex.
Queiroz e Carvalho, 1987).

Outros métodos diagnosticos, tais como os quimicos e moleculares, tém sido pouco
utilizados em rotina (Thyssen, 2011). Tratando-se das anélises moleculares, embora sejam
rapidas, tem custo relativamente alto, sdo dependentes de uma preservagdo adequada da amostra
e, apesar dos recentes avancos (Nelson et al., 2012; Szpila et al., 2012; Williams e Villet, 2014;
Madeira-Ott et al., 2019), ndo existem marcadores moleculares adequados para todas as
espécies de importancia forense (Oliveira-Costa, 2008; Mendonga et al., 2014). Além disso, os
resultados da biologia molecular ndo estdo relacionados com o tempo de desenvolvimento
larval, o que ainda torna necessaria uma avaliagdo por microscopia de luz (Mendonga et al.,
2014).

A discrepancia ou inexisténcia de descrigdes, grandes variagdes intraespecificas e
poucas interespecificas e escassez de caracteres anatdomicos diagnosticos (Thyssen, 2010; 2011)
contribuem para ampliar o impedimento taxondmico, particularmente entre as formas imaturas,
tanto para larvas de primeiro quanto para larvas de terceiro estadio. Adicionalmente, os ovos e
larvas de primeiro estadio, em particular, sdo mais dificeis de avaliar e identificar devido a
necessidade de equipamentos com maior resolugdo e capacidade de aumento, nem sempre
facilmente disponiveis (O’ Flynn e Moorhouse, 1980; Liu e Greenberg, 1989; Szpila et al.,
2012;2013; 2014).
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Como nas larvas de primeiro estadio, as chaves taxondmicas para o segundo estadio de
larvas de Calliphoridae sdo escassas (Tao, 1927; Knipling, 1936; Liu e Greenberg, 1989).
Contudo, se eles sao os Unicos espécimes disponiveis, descri¢des detalhadas de outros estadios
podem auxiliar em parte de sua identificacdo, sendo possivel comparar as descrigdes da
distribuicdo das bandas de espinhos com outros estadios, como ocorre para Paralucilia
pseudolyrcea, por exemplo (Da Silva et al., 2018).

Assim, novas chaves taxondmicas e descrigdes detalhadas sdo necessarias para diminuir
os impedimentos taxondmicos e melhorar a eficiéncia nas identificagdes de espécies de
importancia forense. As chaves interativas se tornam ferramentas interessantes na diminuigao
de algumas limitagdes taxondmicas e na acessibilidade a este conhecimento (Dallwitz, 2000b;
Hagedorn et al., 2010). Em compara¢@o com as chaves dicotomicas, as chaves interativas ainda
sdo pouco frequentes para Calliphoridae e direcionadas para a identificagdo de adultos (Grella
e Thyssen, 2001). Embora seja necessario um computador para sua utilizacdo, estudos
envolvendo a construgdo de chaves interativas e a melhoria da qualidade destas chaves seriam

benéficos na area forense e em diversos campos da biologia.
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3. Objetivos

3.1. Geral

Estudar os aspectos da morfologia de larvas de dipteros e contribuir para minimizar os

impedimentos taxonomicos existentes em Calliphoridae (Insecta, Diptera, Oestroidea).

3.2. Especificos
- Descrever e redescrever caracteristicas morfoldgicas de larvas de primeiro e terceiro estadios
de espécies de Calliphoridae pertencentes aos géneros: Calliphora, Chrysomya,

Cochliomyia, Lucilia, Hemilucilia, Paralucilia e Sarconesia;

- Elaborar chaves dicotdomicas pictoricas de primeiro e terceiro estadios de espécies de

Calliphoridae de importancia forense da regido Neotropical;

- Elaborar chaves interativas para larvas de primeiro ¢ terceiro estadios de espécies de

Calliphoridae de importancia forense da regido Neotropical.
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4. CAPITULO I
Morfologia e chave de identificacdo para larvas de terceiro estadio de Calliphoridae

(Diptera, Oestroidea) de importancia forense da regiao Neotropical
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Morfologia e chave de identificacdo para larvas de terceiro estadio de Calliphoridae

(Diptera, Oestroidea) de importancia forense da regiao Neotropical

Aline M. Prado’, Patricia J. Thyssen'

"Laboratério de Entomologia Integrativa, Departamento de Biologia Animal, IB, Universidade

de Campinas (UNICAMP), Campinas, Sao Paulo, Brasil

4.1. Resumo

A identificagdo de imaturos de importancia forense ¢ uma etapa fundamental para que
a determinacdo do intervalo po6s-morte ocorra. No presente estudo, a caracterizagao morfologica
foi realizada e uma chave dicotdmica pictorica elaborada para larvas de terceiro estadio de doze
espécies de Calliphoridae (Diptera, Oestroidea) Neotropicais de interesse forense: Calliphora
sp, Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala, Chrysomya putoria, Cochliomyia
hominivorax, Cochliomyia macellaria, Hemilucilia segmentaria, Hemilucilia semidiaphana,
Lucilia cuprina, Lucilia eximia, Sarconesia chlorogaster e Paralucilia fulvinota. Informacdes
sobre a biologia e distribuicdo geografica das espécies avaliadas também sdo fornecidas. As
seguintes estruturas foram documentadas e fotografadas: pseudocéfalo, cefaloesqueleto,
espiraculos anteriores e posteriores, espinulagdo dos segmentos toracicos e abdominais,
tegumento da area interbandas, almofada anal e papilas da divisdo anal. As informag¢des aqui
presentes podem ser Uteis para a identificacdo de espécies Neotropicais associadas a corpos em
decomposi¢do, bem como para o complemento e esclarecimento de informagdes taxondmicas

existentes.

Palavras-chaves: Caracterizagao morfoldgica; Taxonomia; Varejeira; Imaturos; Entomologia

Forense.
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4.2. Introducao

Larvas de Calliphoridae (Diptera, Oestroidea) sdo comumente encontradas em corpos
em decomposi¢do e geralmente estdo entre os seus primeiros colonizadores (Reed, 1958;
Nuorteva, 1977; Thyssen, 2010) o que as torna relevantes para casos de negligéncia e maus
tratos, mas, especialmente para a estimativa mais precisa do intervalo pds-morte (IPM), seja
através do estagio de desenvolvimento de seus colonizadores ou de sua sucessdo ecoldgica
(Catts, 1992; Goft, 2010; Thyssen, 2011). Sua aplica¢do em investigagdes forenses tem crescido
nos ultimos anos (Smith, 1986; Pujol-Luz et al. 2006; Oliveira-Costa ¢ Mello-Patiu, 2004;
Oliveira ¢ Vasconcelos, 2010; Kosmann et al., 2011; Vairo et al., 2014; Vasconcelos et al.,
2014; 2017; Thyssen et al., 2012; 2018), mas, para que esta aplicagdo ocorra, a correta
identificacdo de suas espécies larvais ¢ uma etapa primordial (Thyssen, 2010), bem como a
consulta de dados morfologicos (descricdes e redescrigdes), dados biologicos e de sua
distribuicao (Goff, 2010).

Mundialmente, mais de mil espécies sdo conhecidas para Calliphoridae e para a regido
Neotropical seu nimero varia entre 99 a 140 espécies (Kosmann et al., 2013; Wolff e Kosmann,
2016; Jaume-Schinkel e Ibaiiez-Bernal, 2020). Dentre elas, ainda existem espécies duvidosas,
como ¢ o caso de algumas espécies pertencentes a Calliphora, Lucilia e Paralucilia
(Whitworth, 2010; 2012; 2014; Madeira-Ott, 2019), cujos estudos taxondmicos sdo necessarios
e estdo em andamento.

Embora existam chaves de identificagdo para larvas de Calliphoridae de terceiro estadio
(Knipling, 1936; Queiroz e Carvalho, 1987; Greenberg e Szyska, 1984; Liu e Greenberg, 1989;
Holloway, 1991; Wells et al., 1999; Florez e Wolff, 2009; Szpila, 2010; Thyssen, 2010; Szpila
e Grzywacz, 2019), ainda existem espécies da regido Neotropical que precisam ser incluidas e
divergéncias taxonOmicas a serem esclarecidas, uma vez que as larvas podem ser muito
semelhantes, apresentando variagdes intraespecificas e poucos caracteres diagnosticos e
interespecificos (Szpila et al., 2008; Szpila et al., 2012; Mendonga et al., 2014; Da Silva, 2018).
Ferramentas de identificagdo suportadas por atualizacdes de descrigdes e novas descri¢des
taxonomicas bem detalhadas podem ser mais rapidas e baratas (Szpila et al., 2012), auxiliando
na diminui¢do de impedimentos taxondmicos e permitindo uma identifica¢gdo mais acurada e
facilitada.

Desse modo, objetivou-se neste estudo caracterizar morfologicamente larvas de terceiro

estddio de 12 espécies de Calliphoridae (Diptera, Oestroidea) neotropicais de importancia
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forense, assim como elaborar uma chave taxondmica para a identificacdo especifica.
Adicionalmente, informag¢des sobre a biologia e a distribuicdo destas espécies foram

atualizadas.

4.3. Material e Métodos

Obtengdo e preparo de amostras. Amostras foram obtidas a partir de trés estratégias
distintas: (i) da colecdo de imaturos do Laboratorio de Entomologia Integrativa (LEI) da
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) que estavam armazenadas em alcool 70%
(Adams e Hall, 2003) ou solugcdo de Kahle (30 mL de 4lcool etilico 95%, 12 mL de
formaldeido, 4 mL de 4cido acético glacial e 60 mL de agua destilada - Borror e Delong, 2010);
(i1) de posturas feitas por fémeas de colonias comumente mantidas por até 30 geragdes no LEI;
e (iii) por coleta de individuos adultos em campo, ativamente ou usando armadilhas (adaptada
de Shuey, 1997 e de Moretti et al., 2009) expostas por até 12 h, para posterior manutencdo em
laboratdrio, utilizando como isca figado bovino com 72h de putrefacdo. A excecdo foi
Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858), de habito parasita, cujas larvas de primeiro estadio
foram coletadas diretamente dos hospedeiros e criadas em laboratério até o terceiro estadio,
seguindo as orientagdes de Cardoso et al. (2014).

Adultos e imaturos foram coletados em Campina Verde (MG), Extrema (MG) Arroio
do Padre (RS), horto florestal do Capao do Leao (RS), no campus da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel - RS), no campus da Universidade Federal do Parana (UFPR -PR), no campus
da Universidade Estadual de Campinas (SP), Atibaia (SP), Itatiba (SP), Sao Paulo (SP),
Cabreuva (SP), Paulinia (SP), Monte Mor (SP), Serra do Lopo (SP) e Mogi Guacu (SP). Estas
localidades podem ser visualizadas em: tinyurl.com/interactiveKeyLarva. Os imaturos foram
diretamente identificados (Guimaraes e Papavero, 1999) e os adultos foram congelados (-20
°C) durante trés minutos para sua anestesia e identificados utilizando chaves taxondmicas
(Guimaraes e Papavero, 1999; Carvalho e Ribeiro, 2000; Grella e Thyssen, 2011). Individuos
adultos mantidos em laboratério ou oriundos do campo permaneceram acondicionados em
gaiolas plasticas sob condi¢des controladas (27+1 °C, 70+10 %, 12:12 h).

Para a sobrevivéncia dos adultos, foram fornecidas dgua e dieta a base de acucar, leite
em po e levedo (porcao de 1:1:1) ad libitum. Para a oviposi¢ao, uma por¢do de 50 g de carne
bovina moida crua fresca foi oferecida por cerca de 120 min. Em seguida, os ovos obtidos

foram retirados da carne e depositados em frascos plasticos, contendo carne bovina moida crua
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na proporcao de 0,5 g/ovo e mantidos sob as mesmas condigdes controladas dos adultos. Para
os estudos morfoldgicos, as amostras de terceiro estadio foram lavadas em agua destilada e
detergente organico, em seguida mortas por imersao em agua aquecida (70—80 °C) para evitar

a retracdo do tegumento e depositadas em frascos com solugdo de Kahle ou alcool 70%.

Andlise de caracteres e elaboragdo de chaves taxonomicas. Para a selegdo das
espécies de Calliphoridae de importancia forense foram estabelecidos os seguintes critérios: se
suas formas imaturas estavam se desenvolvendo em corpos humanos ou em suinos em
decomposicdo, em que o desenvolvimento em suinos foi estabelecido pela sua analogia aos
seres humanos (Matuszewski et al., 2019); se os imaturos eram reportados como evidéncia em
casos de negligéncia e maus tratos e se estas espécies pertenciam a regido neotropical (ver
material suplementar 1). No material suplementar 1, as condi¢cdes ambientais expostas
correspondem ao ambiente ao qual o corpo foi encontrado e classificado em silvestre (floresta,
campos, estepes, restinga), rural, urbano ou areas de transi¢do (ecotonos) e em ambiente interno
ou externo (indoor/outdoor).

As caracteristicas morfoldgicas internas e externas foram observadas em
estereomicroscopio € para as estruturas internas (cefaloesqueleto) houve a disseccdo de
exemplares e clareamento em KOH 10% (Sukontason et al., 2004). Os registros fotograficos
foram feitos no estereomicroscopio Discovery V. 12 Carl Zeiss® com sistema de captura de
imagem Axiocam MRc5 e programa Zen Pro 2012® com profundidade de foco e também com
uma camera digital Samsung WB850F®. A edi¢cdo de figuras foi feita utilizando o Adobe
Photoshop® CS6 Portable 2020. A chave dicotdmica pictdrica foi elaborada a partir de uma
matriz de dados com o editor de dados Mesquite™ v. 3.70, contendo os caracteres
morfoldgicos e seus respectivos estados.

Para as anélises por microscopia eletronica de varredura (MEV), as amostras foram
retiradas do liquido fixador, lavadas em solugdo tampao (PBS 10 %) e desidratadas em série
etandlica crescente (50, 70, 80, 90, 95 e 100 %). Em seguida, foram secas em temperatura
ambiente e posteriormente imersas em hexametildisilazano (HMDS). O material seco foi fixado
definitivamente em porta-amostras utilizando cola e grafite para receber a cobertura de uma
fina camada de ouro no sputter coater SCD-050. Os exemplares preparados foram analisados

em microscopio eletronico JEOL® modelo JSM-840-A.
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Nomenclatura e terminologia. As terminologias utilizadas para as estruturas
anatomicas e para o numero de segmentos das larvas seguem: Erzinglioglu (1985), Shewell et
al. (1987), Courtney et al. (2000) e Szpila et al. (2013). Ao longo do texto as seguintes
abreviaturas podem ser encontradas: pseudocéfalo (Pc), segmentos toracicos (T1-T3),
segmentos abdominais (A1-A7) e divisdo anal (DA). As terminologias adotadas para as
estruturas da divisdo anal s3o: papilas dorsais interna, mediana e lateral (P1-P3), papilas

ventrais interna, mediana e lateral (P4-P6) e papila interna superior (P7).

4.4. Resultados

Taxonomia, biologia e distribuicdo de espécies de larvas de terceiro estadio de Calliphoridae

Aspectos gerais. Corpo cilindrico, com coloragdo variando entre branco e amarelado e,
assim como em outros muscoides, com 12 segmentos corporais: 1 pseudocéfalo (Pc), 3
toracicos (T1-T3), 7 abdominais (A1-A7) e uma divisdo anal (Figs.1 A-E). As larvas de terceiro
estadio sao reconhecidas pelo par de espiraculos anteriores desenvolvido e pela presenca de trés
fendas respiratdrias nos espiraculos posteriores (Figs.1 A-F). Os espiraculos anteriores estao
alocados em um pedunculo e sdo compostos por numerosos lobos em forma de dedo dispostos
em fileira e albergando apicalmente uma fenda respiratoria cada (Fig.1 A). O Pc, ¢ bilobado e
contém o complexo antenal, o palpo maxilar e a mascara facial. O complexo antenal ¢ antero-
dorsal e composto por um par de antenas e um par de domos antenais. O palpo maxilar € antero-
ventral e tem numerosas sensilas do tipo basiconica e celoconica. A mascara facial estd ao redor
da cavidade oral e contém numerosas cristas orais cuticulares irradiando até a regido lateral da
larva (Figs. 1 B e 14 A). A cavidade oral apresenta um par de lobos laterais € um superior com
sensilas (Figs. 1 B e 14 A-B). Internalizado e localizado nos trés primeiros segmentos da larva
esta o cefaloesqueleto. Algumas das estruturas que o compdem estdo em pares, como, OS
ganchos orais, barras parastomais, escleritos dentais e labiais, placas verticais e cornos dorsais
e ventrais. Os ganchos orais sdo simétricos € o esclerito intermediario tem forma de “H”, em
vista ventral (Figs.1 G-H). TI1-T3 com bandas de espinhos anteriores e completas. A2-A7
apresentam cinturdo ventral de rastejamento. Na divisdo anal, embora a distancia, posi¢do e
tamanho das papilas possa variar, as papilas espiraculares internas (P7) sdo reduzidas e
presentes na mesma posi¢cdo, mesmo que para algumas espécies sejam pouco evidentes em

estereomicroscopia otica comum (Fig.1 D).
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Calliphora Robineau-Desvoidy

Este grupo ¢ conhecido em todas as regidoes biogeograficas, contudo, tem melhor
representacdo nas regides Nedrtica, Paledrtica e Australiana (Rognes). Na regido Neotropical,
estudos com Calliphora tém sido conduzidos principalmente no Brasil e Argentina,
representados por duas espécies endémicas (C. lopesi Mello e C. nigribasis Macquart) e uma
introduzida (C. vicina Robineau-Desvoidy) (Whitworth, 2012; Olea e Mariluis, 2013). A
disponibilidade de descricdes com caracteres que possam definir o grupo Calliphora ainda ¢é
escassa e, do ponto de vista morfoldgico, alguns caracteres combinam disposi¢ao e morfologia
dos espinhos e o tamanho e separacdo de espiraculos posteriores (Smith, 1986; Erzinglioglu,
1985; Wallman 2001). Contudo, alguns autores ressaltam que o tamanho por si s6 ndo ¢ um
caracter confidvel dada a sua variabilidade de acordo com a idade, qualidade de sua dieta, grau
de retracdo cuticular e estado de preservagdo (Erzinglioglu, 1985; Wallman 2001; Day e
Wallman, 2008). Um caracter que pode auxiliar na identificacao de Calliphora é a presenga de
microtubérculos na divisdo anal (Fig. 2 F) que, embora esteja presente em Lucilia sericata,
estdo presentes em todas as espécies descritas até o momento (Erzinglioglu, 1985; Liu e
Greenberg, 1989; Wallman 2001). Adicionalmente, a presenca de espinhos posteriores em A7,
porém com pigmentagdo mais escura e evidente, pode ser util em relacdo a espécies de outros

grupos como Sarconesia € Hemilucilia.

Calliphora sp. (Figs. 2A-1; Fig. 15A)
(194-198 h; N=61)

Diagnose. Pseudocefalo com nove sensilas totais, das quais trés sdo basicOnicas e seis sao
celoconicas. Esclerito oral acessorio em forma de “Y” em vista ventral. Placa vertical mais
longa do que alta com margem posterior com concavidade estreita. Em vista ventral, o corno
ventral pode apresentar ou ndo arco pigmentado unindo as extremidades posteriores.
Hipofaringe estriada e fracamente pigmentada. Espirdculo anterior com nimero de lobos
variando de 9-12 com maioria 10. T1 com fileiras de espinhos concéntricos. A1-A4 com bandas
de espinhos anteriores e completas. A5 com bandas de espinhos anteriores completes e
posteriores incompletas, apresentando fileiras dorsais e laterais. A6-A7 apenas com bandas de
espinhos posteriores e completas. Area interbandas de A2-A6 apresentam cinturdo lateral de

rastejamento (raramente presentes em Al), com espinhos pouco evidentes. Divisao anal com
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tegumento coberto por microtubérculos, melhor visiveis na almofada anal. Espiraculos
posteriores com peritrema delgado e completo e com botdo completo. As papilas dorsais e
ventrais sao equidistantes, sendo P1 um ter¢o maiores que P2-P3. Fileiras de espinhos na regiao
dorsal da almofada anal, distribuidas em “V” ou “X” e na regido posterior, as fileiras de
espinhos superiores ao anus se unem as fileiras inferiores. Acima do anus existem grupos de

espinhos concentrados.

Comentarios. As larvas de Calliphora sp. sdo similares a outras espécies neotropicais, C.
vicina Robineau-Desvoidy, 1830 e C. nigribasis Macquart, 1851, mas, podem ser diferenciadas
através da distribui¢do de espinhos nos segmentos ¢ pela distancia entre as papilas da divisao
anal. Diferente do descrito para Calliphora sp., a banda de espinhos anteriores de A5 ¢
incompleta e a 4rea interbandas € lisa em C. nigribasis (C. peruviana em Greenberg e Szyska,
1984) (Greenberg e Szyska, 1984; Liu e Greenberg, 1989; Florez e Wolff, 2009). Em relagdo a
divisdo anal, C. vicina apresenta P2 mais proximas de P3 e, na almofada anal, apresenta fileiras
em semicirculos de espinhos presentes superior e inferior ao anus (Erzinglioglu, 1985;
Greenberg e Szyska, 1984; Liu e Greenberg, 1989; Wallman, 2001; Florez e Wolff, 2009),
diferindo de Calliphora sp.

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Brasil, Equador, Uruguai.

Biologia. Esta espécie tem sido coletada em figado bovino e musculo bovino moido em
putrefagdo, visceras de peixe e caldo de cana fermentado e banana (Cabrini et al. 2013; Blacio
et al. 2020). Em laboratdrio, suas larvas foram criadas em musculo bovino moido a
aproximadamente 20°C, levando de 9-10 dias de ovo ao terceiro estadio. Além de sua
importancia forense, sdo potenciais bioindicadores de degradacdo ambiental e tem sido
reportadas principalmente em florestas ombrofilas (e.g. Mata Atlantica) e raramente em areas
rurais (plantagdes e pastos) (Cabrini et al. 2013), com independéncia de assentamentos humanos

(Vianna et al., 1998; Blacio et al. 2020).

Chrysomya Robineau-Desvoidy

Até a década de 70, esse grupo era restrito aos tropicos do Velho Mundo estando entre
as moscas mais abundantes e importantes economicamente, até quatro espécies serem
acidentalmente introduzidas nas Américas: C. rufifacies (Macquart), C. megacephala
(Fabricius), C. albiceps (Wiedemann), C. putoria (Wiedemann). Em 1975, as trés ultimas

espécies foram introduzidas no Sul do Brasil através de navios provenientes da Africa e desde
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entdo espalharam-se rapidamente pela América do Sul, afetando as comunidades de insetos
nativos (Baumgartner e Greenberg, 1985; Souza e Linhares, 1997; Guimaraes e Papavero,
1999). Na literatura, nao existem caracteres morfologicos exclusivos para o género Chrysomya
e que abranjam todas as espécies, embora Wells et al. (1999) tenha sugerido o peritrema
incompleto como caracteristica do grupo Chrysomyinae. Ainda assim, embora ndo seja um
caracter presente em todas as espécies, aquelas que apresentam tubérculos ao longo dos

segmentos larvais (T1-A7) (Fig. 3 A, C, E), podem ser agrupadas diretamente neste género.

Chrysomya albiceps (Wiedemann) (Figs. 3A—I; Fig. 15B)
(96 h; N=30)

Diagnose. Esclerito intermediario amplo e trapezoidal, em vista lateral. Barra parastomal curta,
5 vezes menor que o gancho oral. Placa vertical mais longa do que alta, com margem dorsal
fracamente pigmentada. Janela estreita no apice do corno dorsal. Dois processos e janela oval
e ampla no corno ventral. Hipofaringe lisa e hialina. Espirdculo anterior com numero de lobos
variando de 6-12, com maioria 10. T1 contém espinhos largos, achatados com extremidades
arredondadas (lembrando escama de peixe) dispostos horizontalmente em fileiras. Tegumento
coberto por placas arredondadas, com pigmentacdo variando de menos para mais intensa, €
tubérculos conicos, os quais contém espinhos apicais delgados, agrupados e concéntricos. Oito
pares de tubérculos em cada segmento abdominal, sendo o par lateral mais préximos um do
outro e unidos pela base (Fig. 3C). Peritrema espesso, incompleto e com botdo incompleto ou
ausente. Tegumento ao redor do peritrema coberto por numerosos espinhos minusculos. Fileiras
de espinhos dispostas em arco na regido dorsal da almofada anal; na regido posterior, as fileiras

de espinhos superiores ao dnus podem ou ndo se encontrar com as fileiras inferiores.

Comentarios. Larvas de C. albiceps podem se assemelhar as larvas de outro califorideo
neotropical, C. rufifacies, que pode estar presente em outros paises da regido neotropical os
quais C. albiceps também se encontra (ver Material Suplementar [1]) pode ser facilmente
confundida, exceto pela forma (cilindricos) e distribuicao de espinhos (excéntricos e dispersos)
nos tubérculos (ver Tantawi e Greenberg, 1993; Wells et al., 1999; Mendonca et al., 2010).
Wells et al. (1999) reportaram que a pigmentacdo das placas nas bases dos tubérculos difere
entre C. albiceps e C. rufifacies, mas a variagdo de pigmentacao observada nos exemplares de

C. albiceps aqui examinados mostra que este caractere ndo ¢ Util para separar as duas espécies.
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Erzinglioglu (1987) relata espinhos no eixo dos primeiros tubérculos dorsais para C. albiceps,
mas os espécimes avaliados apresentaram variagao na presenga destes espinhos.

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Dominica, Equador,
Guatemala, Nicaragua, Paraguai, Peru, Porto Rico, Uruguai, Venezuela.

Biologia: Sinantropica, endofilica e prefere locais de alta umidade e temperatura (Greenberg,
1971; Baumgartner e Greenberg, 1985). Tem sido registrada no semi-arido da caatinga, cerrado,
savana, em florestas ombrofilas e latifoliadas, restinga, pampas, estepes e raramente em areas
costeiras (Faria et al., 2013; Carvalho et al., 2004; Alves et al., 2014; Armani et al., 2015; Amat
et al. 2016; Cavalcante et al., 2015; Vasconcelos et al., 2015; 2016; Oliveira e Vasconcelos,
2017; Luz et al., 2020). Na regido sudeste do Brasil pode ser encontrada o ano inteiro (Souza e
Linhares, 1997; Moretti et al., 2008). Tem sido atraida e se cria em uma grande variedade de
substratos alimentares tais como, mais comumente, corpos € visceras de animais (cao, cavalo,
coelho, galinha, gato, humanos, porco, raposa, rato, vaca ou peixe), € menos frequentemente
em lixo, vinhoto e fezes humanas (Queiroz e Carvalho, 1987; Carvalho et al., 2000, Andrade et
al., 2005; Centeno et al., 2002; Mendonga et al., 2010; Alves et al., 2014, apud in Baumgartner
e Greenberg, 1985). Larvas de segundo ou terceiro estaddios apresentam comportamento
predatdrio facultativo de outras larvas de Diptera (e.g. Stratiomyidae, Sarcophagidae e outros
Calliphoridae), particularmente quando a densidade larval ¢ maior que o recurso alimentar
disponivel (Faria et al., 1999; Faria e Godoy, 2001; Cherix et al. 2012). Esta associada a miiases
facultativas (Oliveira, 1985; Smith, 1986; Fernandes et al., 2009) e também casos forenses para
determinag¢do do [PM (Oliveira e Vasconcelos, 2010; Kosmann et al., 2011; Vairo et al., 2014;
Vasconcelos et al., 2014; 2017; Thyssen et al., 2018). Em laboratério, as larvas se desenvolvem
bem em carne moida bovina fresca e em dietas artificiais com acréscimo de tecido animal
(Estrada et al., 2009), levando em média de 9-14 dias para se desenvolver de ovo a adulto entre

25-27°C (Queiroz e Azevedo, 1991; Beuter e Mendes, 2013).

Chrysomya megacephala (Fabricius) (Figs. 4A—H; Fig. 15C)
(96 h; N=30)

Pseudocéfalo. Como descrito nos comentarios gerais. Palpo maxilar. mostra um conjunto de
nove sensilas, sendo sete sensilas celoconicas e uma basiconica dispostas em circulo na regidao

central; uma sensila basiconica adicional est4 arranjada latero-dorsalmente no tegumento.
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Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Com dentes robustos e semicirculares, com
regido basal quadrada e concavidade na margem dorsal. Esclerito oral acessorio. Fortemente
pigmentado, apresenta duas variagdes: a primeira, em forma de virgula e a segunda, em forma
de ponto. Esclerito dental. Fortemente pigmentado, ¢ semi-circular ou oval, com processo em
forma de espinho na margem posterior. Esclerito labial (anterior). E duas vezes menor que o
esclerito dental e quadrado, com extremidades arredondadas; em vista ventral, ¢ em arco e une
os ganchos orais. Esclerito labial (posterior). Fortemente pigmentado ¢ em forma de bastao;
em vista ventral, é arredondado. Esclerito intermediario. Estreito € em forma de “T” com
pontas arredondadas; regido posterior com protuberancia adicional arredondada. Barra
parastomal. Em forma de bastdo e com mais da metade do comprimento do esclerito
intermediério. Ponte dorsal. Afilado apicalmente e fortemente pigmentado. Placa vertical.
Fortemente pigmentada, mais longa do que alta e com margem posterior com concavidade de
abertura estreita. Depressdo Optica. Abertura estreita, com proje¢do marginal fortemente
pigmentada. Corno dorsal. Alongado, curvado e com margens ventral e apical fortemente
pigmentadas; o apice ¢ afilado a aloca uma janela estreita. Corno ventral. Alongado, com
aproximadamente metade do comprimento do corno dorsal; margem posterior com dois
processos, um superior € um inferior, em que o superior contém uma janela triangular e
apresenta metade do comprimento do inferior e curvatura acentuada; em vista ventral, o par
pode apresentar ou ndo arco pigmentado unindo a extremidade posterior. Hipofaringe. E lisa e
hialina.

Segmentos toracicos. Espiraculo anterior. O nimero de lobos varia de 7-11, com a maioria
9. Espinhos. Fortemente pigmentados na metade apical; T1 com fileiras de espinhos
conceéntricos; na regido mediana os espinhos tem pontas duplas ou triplas e na regido lateral e
posterior, com pontas unicas em gancho ou retilineas; T2-T3 com espinhos dispersos, com
maioria de pontas duplas ou triplas, diminuindo gradualmente de tamanho em dire¢ado posterior.
Area interbandas. Rugosa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A5 com bandas de espinho anteriores e completas; A6
com banda de espinhos anteriores incompletas (raramente completas) estando restritas
ventralmente e latero-ventralmente; A7 com fileiras de espinhos posteriores dorsais; a maioria
dos espinhos presentes nos segmentos possuem pontas dupla ou tripla; em vista ventral, todos
os segmentos apresentam bandas de espinho anteriores, mas, apenas A3-A7 apresentam uma
por¢io de espinhos mintsculos e posteriores localizados latero-ventralmente. Area

interbandas. Rugosa e com cinturdo lateral de rastejamento na margem posterior de A1-A4,
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com espinhos de ponta Unica e fracamente pigmentados; margem posterior de A5 pode ou nao
apresentar cinturao lateral de rastejamento.

Divisao anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos incompleta, restrita ventralmente
e latero-ventralmente. Espiraculos posteriores. Peritrema espesso, incompleto e sem botao; o
tegumento que margeia a placa espiracular € liso. Papilas espiraculares. Sdo conicas com apice
arredondado ou arredondadas e com ranhuras concéntricas; o tegumento que margeia as papilas
apresenta minusculos espinhos nao pigmentados. Papilas dorsais. P2-P3 mais proximas entre
si do que de P1; P2 pequenas, geralmente com metade do tamanho de P3. Papilas ventrais. P4-
P6 equidistantes, com P6 mais externas e aproximadamente trés vezes menores em relacao a
P4-P5. Almofada anal. Com espinhos de ponta unica fortemente pigmentados; na regiao
dorsal, as fileiras de espinhos estdo dispostas em arco; na regido posterior, as fileiras de
espinhos superiores ao anus atingem as fileiras de espinho inferiores. Papilas anais. Conicas,

proeminentes e com ranhuras concéntricas.

Comentarios. Morfologicamente, C. megacephala ¢ similar a outras espécies de Chrysomya,
em particular C. putoria, ¢ ambas podem ser diferenciadas por caracteres presentes no
tegumento (presenca ou ndo de cerdas e protuberancias) e na almofada anal (espinulacao nao
pigmentada). Chrysomya megacephala pode ser distinta das demais Chrysomya, entre elas, C.
rufifacies, por estruturas do cefaloesqueleto (presenca ou ndo do esclerito oral acessorio).
Algumas discrepancias e variagdes foram observadas nos exemplares de C. megacephala aqui
examinados e devem ser levadas em consideracdo a fim de evitar erros durante sua
identificagdo. Na literatura ¢ relatada a pigmentagdo parcial do esclerito oral acessorio, ora em
forma de virgula (ver Ishijima, 1967) e ora em forma de ponto (ver Erzinglioglu, 1990 e Florez
e Wolft, 2009), sendo utilizadas em chaves de identificacao (Ishijima, 1967; Wells et al., 1999;
Thyssen, 2010), mas, ambas as formas foram observadas no presente estudo. Houve
discrepancia em relagdo ao padrao de espinhos dos segmentos abdominais. Erzinglioglu (1990)
e Holloway (1991) relatam A5 com bandas de espinhos incompletas e Ishijima (1967) e Barros-
Cordeiro e Pujol-luz (2010) relatam A6 com bandas de espinhos completas, diferindo do
observado aqui para C. megacephala, em que a banda de espinhos de A5 ¢ sempre completa e
em A6 ¢ variavel (incompleta ou completa).

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Brasil, Colombia, Dominica, Grandes Antilhas,

Jamaica, México, Paraguai, Peru, Porto Rico, Reptblica Dominicana, Venezuela.
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Biologia. Moscas de C. megacephala, também conhecida como “Oriental Latrine Fly”, sdo
sinantropicos, endofilicos, e tém sido registrados em ambientes de caatinga, cerrado, florestas
ombrofilas e latifoliadas, restinga, pampas e raramente em areas costeiras (Moretti et al., 2008;
Rosa et al., 2011; Alves et al. 2014; Amat et al. 2016; Cavalcante et al., 2015; Vasconcelos et
al., 2015; Oliveira e Vasconcelos, 2017; Luz et al., 2020). Suas fémeas sdo predominantemente
ativas durante o dia, porém estudos no Brasil demonstraram oviposi¢des noturnas (Carneiro et
al. 2021). Sao atraidos por corpos de animais (coelho, ratos, porco, bovinos, peixe, humanos),
lixo urbano, fezes, urina, banana e outros tipos de matéria organica em decomposicao
(D’almeida e Lima, 1994; Guimaraes e Papavero, 1999; Souza et al., 2008; Alves et al. 2014;
Vasconcelos et al., 2015; Oliveira e Vasconcelos, 2017). Suas larvas se criam em substratos
diversos como corpos ¢ visceras de animais (peixe, humanos, carne bovina, suina, caprina e
equina, figado, visceras de frango), farelo de arroz e fezes (D’almeida e Salviano, 1996; Aguiar-
Coelho e Azevedo, 1998; Guimaraes e Papavero, 1999; Gabre et al., 2005; Bharti et al., 2007;
Ismail et al., 2007; Moretti et al., 2008; Sousa et al., 2010; Aguirre-Gil et al., 2015; Badenhorst
e Villet, 2018). Sdo importantes para a satde publica e veterindria, devido a transmissao
mecanica de patdogenos (Maldonado e Centeno, 2003; Oliveira et al., 2006) e por causarem
miiases facultativas (Guimaraes e Papavero, 1999; Mondal et al., 2016). Também tem sido
associadas a cadaveres, para a determinacao do IPM em casos forenses (Oliveira e Vasconcelos,
2010; Vasconcelos et al., 2014; Vasconcelos et al., 2017; Thyssen et al., 2018). Em laboratério
levam aproximadamente 8-10 dias para se desenvolverem de ovo a adulto entre 25-30 °C (Wells

e Kurahashi, 1994; Gabre et al., 2005; Barros-Cordeiro e Pujol-luz, 2010; Gruner et al. 2017).

Chrysomya putoria (Wiedemann) (Figs. 5 A-I; Fig. 15D)
(96 h; N=37)

Pseudocéfalo. Como descrito nos comentérios gerais. Palpo maxilar. apresenta um conjunto
de oito sensilas, sendo trés sensilas basicOnicas e cinco sensilas celocOnicas; duas sensilas
basicOnicas e quatro celoconicas estdo localizadas no centro do palpo maxilar.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Robustos, com dentes longos e semicirculares,
com regido basal quadrada e protuberancia em sua margem dorsal. Esclerito oral acessorio.
Ausente. Esclerito dental. Triangular com margem posterior concava. Esclerito labial
(anterior). Oval e ¢ duas vezes menor que o esclerito dental; em vista ventral, € um arco estreito

que une a base do gancho oral. Esclerito labial (posterior). Quando visivel ¢ arredondado e
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em vista ventral, sdo retangulares com pontas arredondadas. Esclerito intermediario. Estreito
e em forma de “T” com pontas arredondadas e processo ventral com apice fracamente
pigmentado ¢ metade do comprimento da regido superior. Barra parastomal. Com mais da
metade do comprimento do esclerito intermedidrio, tem apice afilado e curvado para cima..
Ponte dorsal. E afilada e fortemente pigmentada. Placa vertical. Mais longa do que alta,
fortemente pigmentada na regido mediana € com margem posterior com concavidade de
abertura estreita. Depressao oOptica. Abertura ampla com projecdo marginal fracamente
pigmentada. Corno dorsal. Alongado, arredondado no apice que contém uma janela estreita;
margem ventral com linha fortemente pigmentada, espessando-se em dire¢cdo ao apice. Corno
ventral. Apresenta metade do comprimento do corno dorsal e dois processos na margem
posterior, um superior ¢ um inferior, sendo o superior com curvatura acentuada em relagdo ao
inferior e contendo uma janela estreita; em vista ventral, o par ¢ separado na extremidade
posterior. Hipofaringe. E estriada e fracamente pigmentada.

Segmentos toracicos. Espiraculo anterior. O nimero de lobos varia de 7-18, com maioria 9.
Espinhos. Fracamente pigmentados e pouco evidentes em estereomicroscopio; T1 com
espinhos uma, duas ou trés pontas e distribuidos em fileiras concéntricas; T2-T3 com espinhos
com uma a trés pontas e fileiras dispersas. Area interbandas. Rugosa, com metade posterior
de T3 com numerosas cerdas finas e fracamente pigmentadas, dando aspecto aveludado ao
tegumento.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A3 com bandas de espinhos anteriores € completas; A4
pode ser completa ou ndo, apresentando poucas fileiras dorsais (1-2); A5 raramente € completa,
apresentando espinhos dorsais ndo-pigmentados; A6 com bandas de espinhos restritas
ventralmente e latero-ventralmente; em A7 pode apresentar ou ndo grupos de espinhos
posteriores dorsais, com espinhos fracamente pigmentados apicalmente; em todos os
segmentos, os espinhos tem uma, duas ou trés pontas, sdo fracamente pigmentados € pouco
evidentes; em vista ventral, A2-A7 apresentam fileiras de espinhos anteriores e posteriores.
Area interbandas. Com cinturio lateral de rastejamento na margem posterior de A1-A4, porém
sao dificeis de visualizar devido a nao-pigmentacao ou pigmentacao fraca; regido dorsal e
lateral de A1-A7 com numerosas cerdas finas e fracamente pigmentadas, dando um aspecto
aveludado ao tegumento; na regido dorsal e lateral, h4 pares de protuberancias arredondadas
que sdo melhor visualizadas em AS5-A7.

Divisao anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos incompleta, restrita ventralmente

e latero-ventralmente. Espiraculos posteriores. Peritrema espesso e incompleto; botdo
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espiracular ausente ou, em sua maioria, incompleto; o tegumento que margeia a placa
espiracular ¢ liso. Papilas espiraculares. Em sua maioria sdo conicas com apice arredondado,
apresentando ranhuras concéntricas; o tegumento que margeia as papilas ¢ liso. Papilas
dorsais. P2-P3 sdo mais proximas entre si do que de P1, sendo P2 com metade do tamanho das
demais papilas. Papilas ventrais. Equidistantes, com P6 trés vezes menores e posicionadas
externamente em relagdo as demais papilas. Almofada anal. Com espinhos de ponta unica
fortemente pigmentados; na regido dorsal, as fileiras de espinho sdo dispostas em arco e na
regido posterior, as fileiras de espinho sdo restritas acima do anus; no tegumento entre a
almofada anal e placa espiracular, ha espinhos delgados, filiformes e ndo-pigmentados. Papilas

anais. S3o conicas ¢ com apice arredondado, com ranhuras concéntricas.

Comentarios. C. putoria se destaca de outras espécies de Chrysomya neotropiais
principalmente pelas caracteristicas do tegumento (com cerdas e protuberancias) e padrao de
espinhos da almofada anal (sem pigmentagdo). Para evitar erros na identificagdo de C. putoria,
¢ necessario levar em consideragdo variagdes morfologicas e discrepancias em relagao a outras
descrigdes. Queiroz e Carvalho, 1987 descrevem A4 com bandas de espinhos apenas
incompletos e no presente estudo, este segmento apresentou variagoes (bandas completas ou
incompletas), também relatadas por Greenberg e Szyska, 1984. O botdo espiracular ¢ uma
caracteristica que, majoritariamente, ¢ reportada como ausente (ver Greenberg e Szyska, 1984;
Queiroz e Carvalho, 1987; Mendonga et al., 2012) e raramente ¢ relatada como presente (ver
Oliveira et al., 2007), mas, neste estudo o botdo espiracular de C. putoria foi variavel
(incompleto ou ausente).

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Brasil, Bolivia, Colombia, Panama, Paraguai, Peru
e Venezuela.

Biologia. Conhecidos como “African Latrine Fly”, sdo sinantropicos e encontrados em
diferentes ambientes como caatinga, cerrado, floresta ombroéfila, restinga, pampas e raramente
em areas costeiras (Vianna et al., 2004; Rosa et al., 2009; Alves et al., 2014; Vasconcelos et al.,
2015; Oliveira e Vasconcelos, 2017; Luz et al., 2020). Sdo atraidos e se criam em corpos de
animais e visceras (porco, rato, coelho, peixe, humanos, galinha, boi), lixo urbano e
eventualmente por frutas fermentadas e fezes humanas (Greenberg, 1971; Baumgartner e
Greenberg, 1985; Ferreira e Lacerda, 1993; D’almeida e Lima, 1994; Guimaraes e Papavero,
1999; Alves et al., 2014; Vasconcelos et al., 2015; Oliveira e Vasconcelos, 2017). Adultos e

larvas de C. putoria sdo encontrados em corpos humanos e sdo utilizados na determinagao do
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IPM em casos forenses (Carvalho et al., 2000; Oliveira e Vasconcelos, 2010; Vasconcelos et
al., 2014; Thyssen et al., 2018). Também, apresentam importancia sanitaria, como potenciais
vetores mecanicos (Greenberg, 1971; Lindsay et al., 2012) e como causadores de miiases
facultativas (Zumpt, 1965; Guimardes e Papavero, 1999). Em laboratorio, suas larvas se
desenvolvem bem em carne bovina e peixe, levando aproximadamente 7-12 dias para
completarem seu ciclo (ovo a pupa) entre 26-27°C (Greenberg e Szyska, 1984; Laurence, 1988;

Oliveira et al., 2007).

Cochliomyia Townsend

Este grupo ¢ endémico do Novo Mundo e ¢ representado por quatro espécies nomeadas,
C. hominivorax (Coquerel), C. aldrichi Del Ponte, C. macellaria (Fabricius) e C. minima
Shannon (Dear, 1985; Guimaraes e Papavero, 1999). Destas, C. hominivorax e C. macellaria
sdo as mais frequentes, embora, apds a introdug¢do de Chrysomya no Novo Mundo, a populagao
de C. macellaria tenha diminuido substancialmente (Wells e Greenberg, 1992; Guimaraes,
Prado & Buralli, 1978 apud Guimaraes e Papavero, 1999). Apesar da frequéncia de ambas as
espécies, C. hominivorax ¢ a que provoca maior prejuizo economico (Grisi et al., 2014). Ainda
que ndo existam descrigdes para larvas de C. aldrichi, um caracter que tem potencial para
definir este grupo ¢ a pigmentagdo externa ao corno dorsal (Fig. 6 H e 7 F) (= area externa do
“esclerito faringeal” pigmentado) em conjunto com A1-A6 com cinturdo lateral de rastejamento
(ver Laake, 1936; Greenberg e Szyska, 1984; Florez e Wolff, 2009; Yusseff-Vanegas, 2014;

presente estudo).

Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Figs. 6 A—I; 15E)
(96 h; N=18)

Diagnose. Pseudocefalo com seis sensilas totais, sendo dois do tipo basicOnicas e quatro
celoconicas. Cefaloesqueleto com ganchos orais robustos e pigmentagdo externa ao corno
dorsal margeando-o geralmente até a primeira metade. O esclerito intermediario ¢ amplo e
triangular. O corno ventral apresenta dois processos arredondados e, em vista ventral, pode
apresentar arco pigmentado unindo os cornos ventrais na extremidade posterior. A abertura
entre o corno dorsal e ventral ¢ ampla. Hipofaringe lisa e fracamente pigmentada. Nimero de
lobos do espiraculo anterior variando de 5-9, com maioria 8. Os espinhos dos segmentos

corporais sao fortemente pigmentados, proeminentes e dispersos entre si, com pontas Unica,
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dupla ou raramente tripla. A1-A5 com bandas de espinhos anteriores e completas, A6-A7
anteriores incompletas, sendo A6 interrompida dorsalmente e A7 restritas ventralmente e
ventro-lateralmente. Bandas de espinhos posteriores de A6 podem ser completas ou
incompletas, interrompidas dorsalmente ou dorso-lateralmente. Bandas de espinhos posteriores
de A7 completa. Area interbandas de A1-A6 com cinturéo lateral de rastejamento nas margens
posteriores, o qual o cinturdo de A6 eventualmente se une a banda de espinhos de A6. O par de
traqueias respiratorias sao fortemente pigmentadas e melhor visiveis em vista dorsal, mas, por
meio de um corte sagital na divisdo anal, também ¢ possivel observar esta pigmentagao
internamente. Espiraculos posteriores com peritrema delgado, incompleto e sem botdo. Papilas
dorsais e ventrais rudimentares com ranhuras concéntricas que evidenciam sua localizagdo no
tegumento. P2-P3 mais proximas entre si do que de P1 e P4-P6 equidistantes. Almofada anal

com grupos de espinhos restritos acima do anus, na regido dorsal e na regido posterior.

Comentarios. A primeira vista, C. hominivorax ¢ muito similar a C. macellaria, (Guimaraes e
Papavero, 1999) o que pode dificultar sua identificacdo e por esta razdo, os caracteres
diagnosticos devem ser observados com aten¢do. Algumas caracteristicas que diferenciam C.
hominivorax de C. macellaria e C. minima, envolvem: a pigmentacao das traquéias (ausente),
disposi¢cdo de espinhos na regido dorsal da almofada anal (dispostos em “V”), forma da
hipofaringe (estriada), pigmentagao externa ao corno dorsal (geralmente do segundo terco em
diante), preseca ou ndo do esclerito oral acessorio (presente em C. minima), arranjo da banda
de espinhos posteriores em A7 (restritas ventralmente em C. macellaria), forma e presenga de
P6 (desenvolvidos em C. macellaria e ausentes em C. minima) (ver Laake, 1936; Greenberg e
Szyska, 1984; Wells, 1999; Florez e Wolff, 2009; Yusseff-Vanegas, 2014) e a disposi¢ao das
fileiras de espinhos na regido posterior da almofada anal (comas fileiras superiores unidas as
inferiores em C. macellaria). Além dos caracteres ja citados, Erzinglioglu (1987) considera o
tipo e a separagdo dos espinhos, que para C. macellaria, apresentam pelos menos duas pontas
(as vezes mais de 4), sdo arredondadas e com maior distancia entre as pontas quando
comparadas a C. hominivorax

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bahamas, Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica,
Cuba, Equador, Grandes Antilhas, Guatemala, Guiana Francesa, México, Nicaragua, Panama,
Peru, Porto Rico, Republica Dominicana, Jamaica, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela.
Biologia. Sao sinantropicos e podem se alimentar de vegetais, excrementos, carne e carcacga

(galinha, porco, bovinos) e exsudatos de feridas (Marcondes et al., 2011; Alves et al., 2014).
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Sao encontrados em ambientes de floresta ombrofila e latifoliada, caatinga, regides aridas,
cerrado e savana (Ferraz et al., 2010; Alves et al., 2014; Mastrangelo et al., 2014a; Luz et al.,
2020). Suas larvas sao parasitas obrigatorias, causando miiases em diversos animais (incluindo
humanos), mas principalmente em gado, afetando diretamente a producdo de carne, couro e
leite e causando graves prejuizos econdmicos (Guimaraes e Papavero, 1999; Grisi et al., 2014).
Também sdo importantes no ambito forense, estando associada a casos de negligéncia de
incapazes (Thyssen et al., 2012). Suas fémeas sdo atraidas especialmente pelo odor das feridas
expostas do hospedeiro e ovipdem nas margens destas feridas (Guimaraes e Papavero, 1999;
Marcondes et al., 2011), sendo capazes também de ovipor em orificios corporais naturais
(Laake, 1936; Guimaraes e Papavero, 1999). No periodo de 24h, ocorre a eclosdo do primeiro
estddio e estas larvas migram para dentro da ferida onde permanecem integradas, se
alimentando. Durante 4-10 dias se alimentam do tecido e fluidos da ferida e se desenvolvem
em segundo e terceiro estadios. Ao alcangarem o terceiro estadio, estas larvas deixam a ferida
e caem no solo para empupar. O periodo de pupa dura aproximadamente 7 dias e apos este
periodo ocorre a emergéncia do adulto (Guimaraes e Papavero, 1999; Marcondes et al., 2011).
Em laboratério, algumas composi¢des quimicas, como o “Swormlure” podem ser produzidas,
a fim de atrair e capturar adultos em locais de coleta (Mackley e Brown, 1984). Para a criagdo,
suas larvas podem ser mantidas a 30 °C (= 5 °C) e alimentadas com carne fresca moida
suplementada com sangue e agua (2:1), enquanto os adultos, podem ser mantidos com uma
dieta composta de leite em pd, aglicar e fermento (Cardoso et al., 2014). Dietas alternativas para

a sua criagdo em massa também tém sido testadas (Mastrangelo et al., 2014b).

Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Figs. 7 A-H; Fig. 15F)
(96 h; N=50)

Diagnose. Pseudocefalo com sete sensilas no total, das quais duas sdo basiconicas e cinco sao
celoconicas. Cefaloesqueleto com pigmentacdo externa ao corno dorsal margeando-a a partir
do segundo terco. Corno ventral apresenta dois processos posteriores arredondados e, em vista
ventral, pode apresentar arco fracamente pigmentado na extremidade posterior. A abertura entre
o corno dorsal e o corno ventral ¢ estreita. Hipofaringe estriada e fracamente pigmentada. O
nimero de lobos do espiraculo anterior varia de 9-12, com maioria 10. Os espinhos sdo de
pontas unica ou dupla. A1-A5 com bandas de espinhos anteriores e completas, A6 podem ser

completas ou incompletas com interrupcao dorsal e A7 sdo incompletas, sendo restritas
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ventralmente e latero-ventralmente. Area interbandas de A1-AS5 com cinturdo lateral de
rastejamento nas margens posteriores € em A6, o cinturdo pode estar presente ou nao. Os
ultimos trés segmentos abdominais, podem apresentar ou nao pigmentagao nos tubulos de
Malpighi, sendo melhor visiveis dorsalmente e em larvas frescas. Peritrema delgado,
incompleto e sem botdo. Papilas dorsais com um terco do tamanho das papilas ventrais. Papilas
ventrais sdo geralmente equidistantes € com P4 com o dobro do tamanho de P5. Na regido
dorsal, os espinhos da almofada anal sdo distribuidos em “V”’ ou em “X” e na regiao posterior,

as fileiras de espinhos superiores se unem as fileiras de espinhos inferiores.

Comentarios. C. macellaria pode ser distinta de outras espécies de Cochliomyia através do
esclerito oral acessorio (presente em C. minima), da forma da hipofaringe (lisa em C.
hominivorax), pigmentacdo do corno dorsal (limitada ao seu primeiro ter¢go em C.
hominivorax), presenga ou nao de P6 (ausentes em C. minima) (Laake, 1936; Greenberg e
Szyska, 1984; Florez ¢ Wolff, 2009; Yusseff-Vanegas, 2014), a pigmentagao das traquéias
(presentes em C. hominivorax), a distribui¢do dos espinhos posteriores em A7 (completos em
C. hominivorax) e disposicdo dos espinhos na regido dorsal da almofada anal (restritas em
grupos acima do anus em C. hominivorax e dispostas em arco em C. minima) (Aubertin e
Buxton, 1934; Laake, 1936; Knipling, 1939; Guimaraes e Papavero, 1999; Florez ¢ Wollff,
2009; Thyssen, 2010). Liu e Greenberg (1989), propdem em sua chave taxondmica a
pigmentacdo dos tibulos de Malpighi como um caracter para diferenciar C.macellaria de outras
espécies, mas, variacdes apresentando morfotipos com e sem a pigmentagao foram observadas
nos exemplares deste estudo e também foram relatadas por Cunha-e-Silva e Azevedo (1992),e,
por esta razao este caracter por si s ndo confiavel para a identificacdo.

Distribuicio. NEOTROPICAL. Antigua, Argentina, Bahamas, Barbados, Belize, Brasil,
Bolivia, Chile, Colombia, Costa Rica, Cuba, Curagao, Dominica, Equador, Guatemala,
Granada, Grandes Antilhas, Guiana, Honduras, Ilhas Cayman, Ilha Martinica, Ilha Sao
Bartolomeu, Ilhas Virgens, Jamaica, México, Montserrat, Nicaragua, Panama, Paraguai, Peru,
Porto Rico, Republica Dominicana, Sao Cristovao e Névis, Sao Vicente, Trinidad e Tobago,
Uruguai, Venezuela.

Biologia. Sao sinantrdpicos e encontrados em diversos ambientes como cerrado, savana,
caatinga, florestas ombrofilas, latifoliadas, e em areas montanhosas e costeira (Centeno et al.,
2009; Ferraz et al., 2010; Oliveira e Vasconcelos, 2010; Rosa et al., 2011; Koller et al., 2011;

Alves et al., 2014; Barbosa e Vasconcelos, 2015). Sdo atraidas e se criam em diversos tipos de
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substrato, como corpos ¢ visceras de animais (humanos, cdo, galinha, porco, rato, bovinos,
equinos, peixes, ledes-marinhos) e em lixo urbano (Guimaraes e Papavero, 1999; Centeno et
al., 2009; Boatright e Tomberlin, 2010; Zhu et al., 2013; Alves et al., 2014; Garcia et al., 2017;
Oliveira e Vasconcelos, 2017). Também, sdo atraidas por feridas expostas e causam miiases
facultativas (Guimaraes e Papavero, 1999). Ao causar a miiase, as larvas de C. macellaria se
movimentam pela ferida, diferentemente de C. hominivorax, que permanece enterrada e com o
ultimo segmento voltado para a superficie (Laake, 1936). Sua associacdo a corpos humanos,
pode auxiliar na determinagao do IPM em casos forenses (Oliveira-Costa e Mello-Patiu, 2004).
Em laboratério, desenvolvem-se bem em carne bovina e o periodo total de desenvolvimento de
ovo a pupa leva aproximadamente 7-10 dias entre 25-28 °C (Byrd e Butler, 1996; Boatright e
Tomberlin, 2010).

Lucilia Robineau-Desvoidy

Este grupo de moscas conhecidas como “green bottles” sdo responsaveis por causarem
miiases e sérios prejuizos a criagdo de ovelhas em muitos paises, em particular a Austrélia
(Zumpt, 1965; Guimardes e Papavero, 1999). E distribuida mundialmente, possivelmente
devido a transportes humanos e movimentagcdo de gado para novos habitats (Baumgartner e
Greenberg, 1985; Guimaraes e Papavero, 1999). Knipling (1936), afirma que espécies de
Lucilia podem ser diferenciadas de Phormia, Cochliomyia e Chrysomya por meio do peritrema
completo, mas, espécies de Calliphora também apresentam peritrema completo (ver
Erzinglioglu, 1985; Liu e Greenberg, 1989; Velasquez et al., 2010; Presente estudo). Por esta
razao esta caracteristica deve ser avaliada com cautela para definir este grupo. Outros autores
sugerem a auséncia do esclerito oral acessorio como um caracter que diferencia Lucilia de
outros grupos, mas Zumpt (1965) ressalta que L. ampullacea Villeneuve, uma espécie européia,

também apresenta esta estrutura (Knipling, 1936; Zumpt, 1965; Ishijima, 1967; Rognes, 1991).

Lucilia cuprina (Wiedemann) (Figs. 8 A—H; Fig. 16A)
(96 h; N=50)

Diagnose. Cefaloesqueleto com dentes delgados e semicirculares. Corno dorsal com linha
fortemente pigmentada e delgada na margem ventral. Corno ventral com margem posterior
concava. Abertura entre os cornos dorsal e ventral ampla. Hipofaringe estriada. O niimero de

lobos do espiraculo anterior varia de 5-10, com maioria 6. Segmentos com espinhos de pontas
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unica, dupla ou raramente triplas e fracamente pigmentados. A1-A4 com bandas de espinhos
anteriores e completas (A4 com poucas fileiras dorsais, 3-4) ¢ A5-A7 com bandas de espinhos
anteriores incompletas, restritas ventralmente e latero-ventralmente. A7 com fileiras dorsais de
espinhos posteriores diminutos. Area interbandas de A2-A7 com demarcagio lateral
proeminente. Espiraculos posteriores com peritrema delgado, completo € com botdo completo.
Tegumento ao redor da placa espiracular com ranhuras. Papilas dorsais em geral equidistantes,
mas podem apresentar P1-P2 mais proximas entre si. P1 internalizadas no tegumento em relagao
a P2 e P3. P2 com metade do tamanho de P1 e P3. Almofada anal com espinhos de ponta tnica
ou dupla pigmentados ¢ com espinhos delgados (lembrando um fio de cabelo) e nao
pigmentados; na regido dorsal e posterior seus espinhos sdo distribuidos em arco € um grupo

esta concentrado em um unico ponto restrito acima do anus.

Comentarios. L. cuprina pode ser distinta de outras Lucilia neotropicais por caracteristicas dos
cornos dorsal e ventral (ver descri¢do de L. eximia e ilustragdes de Greenberg e Szyska, 1984 e
Florez e Wolff, 2009), pelo tipo de espinhos (anastomosados e granulosos em L. sericata
(Meigen, 1826) (ver Holloway, 1991), disposi¢do de espinhos em A7 (incompleta em L.eximia
(Wiedemann, 1819) e completa em L. purpurascens (Walker, 1836) (= L. peruviana) (ver
Greenberg e Szyska, 1984; Florez e Wolff, 2009 e Thyssen, 2010), tipo de espinhos da almofada
anal (dispersos e fracamente pigmentados em L. sericata) (ver Erzinglioglu, 1987 e Thyssen,
2010) e pela presenga ou ndo de microtubérculos na divisdo anal (presente em L. sericata) (ver
Waterhouse e Paramov, 1950). Também ¢ possivel distingui-las pelo tamanho das papilas
dorsais (iguais em L. mexicana Macquart, 1843) (ver Szpila e Grzywacz, 2019), pela posicao
das papilas no tegumento (P1 ¢ mais internalizada em L. eximia) (ver Knipling, 1936;
Greenberg e Szyska, 1984 e Velasquez et al., 2010). E importante ressaltar que em espécies de
L. cuprina e L. eximia, a distancia entre as papilas dorsais ¢ variavel, sendo equidistante em
alguns espécimes (ver Greenberg e Szyska, 1984 e presente estudo) e deve ser considerada com
cautela. Waterhouse e Paramov, 1950 e Zumpt, 1965 apontam o nimero de lobos do espiraculo
anterior como um caracter de diferenciacao entre espécies de Lucilia, mas ressaltam que esta
estrutura pode variar de acordo com a regido de coleta (Waterhouse e Paramov, 1950; Zumpt,
1965), o que a torna pouco confiavel sozinha. As amostras de L. cuprina aqui observadas variam
entre si e em relag@o a outros estudos neotropicais. Greenberg e Szyska, 1984 relatam 5-6 lobos

em exemplares peruanos ¢ Mendonga et al., 2014 registram 6-7 em exemplares brasileiros.
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Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bahamas, Brasil, Colombia, Cuba, Equador, Haiti,
Ilhas Virgens, Jamaica, México, Peru, Porto Rico, Trinidad e Tobago, Uruguai e Venezuela.

Biologia. Sao sinantrdpicos e podem ser encontrados em ambientes de cerrado, savana, floresta
ombroéfila e em ambientes montanhosos (Waterhouse ¢ Paramonov, 1950; Rosa et al., 2011;
Alves et al., 2014; Barbosa ¢ Vasconcelos, 2015). Seus adultos se alimentam de frutas em
decomposicao, néctar de flores, fezes de animais, e podem ser atraidos e se criar em corpos e
visceras de animais (porco, rato, peixe, humanos, bovinos) e lixo urbano (Webber, 1958;
Zumpt, 1965; Ferreira e Lacerda, 1993; Baumgartner e Greenberg, 1985; Alves et al., 2014).
Ha relatos de sua associagdo a cadaveres e utilizacdo em casos forenses (Sukontason et al.,
2007). Além da importancia sanitiria como vetores mecanicos de diversos microrganismos
(Greenberg, 1971), podem causar miiases facultativas em humanos e outros animais (Zumpt,
1965; Greenberg, 1971). Por esta razdo, sdo consideradas pragas em alguns paises (e.g.
Australia), mas, no Brasil é raramente encontrada em areas rurais causando miiases (Barbosa e
Vasconcelos, 2015). Em laboratdrio desenvolvem-se bem em carne bovina e levam 14-22 dias

para se desenvolverem de ovo a adulto entre 25-30 °C (Kotz¢ et al., 2015; Bansode et al., 2016).

Lucilia eximia (Wiedemann) (Figs. 9 A-I; Fig. 16B)
(96 h; N=50)

Diagnose. Cefaloesqueleto com dentes delgados e semicirculares. Corno dorsal com linha de
pigmentagdo ventral se espessando em direcao apical. Corno ventral com dois processos na
margem posterior, dos quais o processo superior apresenta curvatura acentuada. Abertura entre
os cornos dorsal e ventral estreita. Hipofaringe estriada. Segmentos com espinhos com pontas
unica, dupla ou raramente triplas fracamente pigmentadas. O niamero de lobos do espiraculo
anterior varia de 6-10, com maioria de 8. A1-A3 com bandas de espinhos anteriores € completas
e A4 anteriores e incompletas, interrompidas dorsalmente. A5-A7 com bandas de espinho
anteriores incompletas e restritas ventralmente e latero-ventralmente. Area interbandas de A2-
A7 com demarcagao lateral lisa e proeminente. Espiraculos posteriores com peritrema delgado,
completo e com botdo completo. Papilas dorsais variaveis, sendo equidistantes ou com P2-P3
mais proximas entre si. P1 com o dobro do tamanho das demais papilas dorsais. Almofada anal
com fileiras de espinhos pigmentados e fileiras de espinhos ndo pigmentados e delgados

(lembrando um fio de cabelo). Regido dorsal da almofada anal com fileiras de espinhos
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dispostos em arco e regido posterior com fileiras de espinhos superiores ao anus se unindo as

fileiras inferiores.

Comentarios. As principais diferengas, entre L. eximia e outras espécies neotropicais de Lucilia
estdo na abertura e pigmentagcdo dos cornos dorsal e ventral (ver descricdes de L. cuprina e
L.eximia do presente estudo), na distribuicdo de espinhos em A7 (banda de espinhos completa
em L. sericata, L. purpurascens (descritas como L. peruviana) (Greenberg e Szyska, 1984;
Florez e Wolff, 2009; Szpila et al., 2010; Szpila e Grzywacz, 2019), presenca ou nao de
microtubérculos na divisdo anal (presente em L. sericata) (ver Waterhouse e Paramov, 1950) e
o tamanho das papilas dorsais (P2 igual ou ligeiramente menor que P1 e P3 em L. mexicana)
(ver Knipling, 1936). Greenberg e Szyska (1984), Queiroz e Carvalho (1987) e Florez e Wolff
(2009) relatam em suas descri¢des ou chaves de identificagao a distancia entre as papilas dorsais
para diferenciar L. eximia de outras espécies, mas, como observado neste estudo este caracter é
variavel e ¢ pouco confidvel sozinho.

Distribuicado. NEOTROPICAL. Argentina, Barbados, Belize, Bolivia, Brasil, Chile, Colombia,
Costa Rica, Dominica, El Salvador, Equador, Granada, Guatemala, Honduras, Ilhas Virgens,
Meéxico, Nicardgua, Panamd, Paraguai, Peru, Porto Rico, Republica Dominicana, Sdo Vicente,
Suriname, Trinidad e Tobago, Uruguai, Venezuela.

Biologia. Sio sinantropicas e encontradas em ambientes de caatinga, cerrado, savana, florestas
ombrofila e latifoliada, florestas de altitude, pampas e em areas litoraneas (Baumgartner e
Greenberg, 1985; D’almeida e Lima, 1994; Rosa et al., 2011; Alves et al., 2014; Vasconcelos
et al., 2015; Vasconcelos et al., 2016). Sao atraidos e se criam em corpos € visceras de animais
(humanos, cao, gato, coelho, porco, rato, peixe, galinha), frutas em decomposi¢ado, fezes, em
lixo urbano e podem ovipositar também em flores de Stapelia gigantea L. (Apocynaceae)
(Ferreira e Lacerda, 1993; D’almeida e Lima, 1994; Moretti et al., 2008; Alves et al., 2014;
Luna et al., 2014; Vasconcelos et al., 2015). Além da importancia sanitaria, como vetor
mecanico de diversos microrganismos (Greenberg, 1971; Guimaraes e Papavero, 1999), podem
causar miiases em animais (Azeredo-Espin e Madeira, 1996; Moretti e Thyssen, 2006; Mufioz-
Garcia et al., 2016). No ambito forense, estao associadas a determinagdo do IPM em casos reais
(Sanford et al., 2014; Thyssen et al., 2018). Em laboratorio, desenvolvem-se bem em carne
bovina e demoram aproximadamente 15 dias para se desenvolver de ovo a adulto a 26£1°C

(Zampim, person. comun).
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Hemilucilia Brauer

Este grupo ¢ endémico da regido neotropical e compreende seis espécies — H. melusina
Dear, H. towsendi Shannon, H. benoisti Séguy, H. souzalopesi Mello, H. semidiaphana
(Rondani) e H. segmentaria (Fabricius) — das quais as quatro tltimas podem ser encontradas
no Brasil, embora H. semidiaphana ¢ H. segmentaria sejam as mais comuns (Dear, 1985;
Baumgartner e Greenberg, 1985; Kosmann et al., 2013). A maioria das espécies ¢ associada ao
ambiente silvestre e a areas mais baixas, sendo raramente encontradas acima de 1000 m de
altitude (Baumgartner ¢ Greenberg, 1985; Amat et al., 2009). Até o momento nao ¢ possivel
determinar caracteres morfologicos larvais exclusivos para definir este grupo. Uma
caracteristica potencial que pode ser melhor explorada em outras espécies € o tegumento com

estrias paralelas entre si (Fig. 10 D; Fig. 11 D).

Hemilucilia semidiaphana (Rondani) (Figs. 10 A-I; Fig. 16C)
(150-174 h; N=53)

Pseudocéfalo. Como descrito nos comentarios gerais. Palpo maxilar. apresenta um conjunto
de oito sensilas, as quais duas sdo basicOnicas e centrais e seis sdo celoconicas, sendo quatro
centrais e duas laterais.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Dentes robustos e curvados, com regido basal
quadrada, fortemente pigmentada e margem posterior concava. Esclerito oral acessério.
Fortemente pigmentado e em gancho, com 4pice curvado para cima; em vista ventral tem forma
de “Y” invertido. Esclerito dental. Semicircular, com margem ventral concava. Esclerito
labial (anterior). oval e dois ter¢os mais curto que o esclerito dental; em vista ventral, é
arqueada. Esclerito labial (posterior). Quando visivel, ¢ em forma de bastio com margem
anterior arredondada; em vista ventral, ¢ triangular com pontas arredondadas. Esclerito
intermediario. Um ter¢co mais longo que a barra parastomal, ¢ robusto, com um processo
ventral curto e voltado posteriormente. Barra parastomal. Delgada e em forma de bastdo.
Ponte dorsal. Afilada e fortemente pigmentada. Placa vertical. Mais longa do que alta,
fortemente pigmentada e margem posterior com concavidade de abertura estreita. Depressao
optica. Abertura ampla, com projecdo marginal fracamente pigmentada. Corno dorsal.
Curvado em direg¢do ventral, ¢ alongado e apresenta linha de pigmentacdo forte e espessa;
eventualmente pode apresentar janela apical discreta. Corno ventral. Com metade do

comprimento do corno dorsal, apresenta dois processos: um superior, arredondado e albergando
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uma janela oval e um inferior, que ¢ alongado e fracamente pigmentado apicalmente; em vista
ventral, o par ¢ unido na extremidade posterior por um arco fracamente pigmentado.
Hipofaringe. E estriada e fracamente pigmentada.

Segmentos toracicos. Espiraculo anterior. O nimero de lobos varia de 6-12, com maioria 10.
Espinhos. Pequenos, retilineos e fracamente pigmentados; T1 com espinhos de ponta tinica em
sua maioria e com fileiras concéntricas; T2-T3 com espinhos de uma, duas ou trés pontas e
fileiras posteriores apresentando espinhos mais curtos e de ponta unica. Area interbandas.
Tegumento estriado.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A3 com bandas de espinho anteriores completas; A4
com banda de espinhos anteriores completa ou interrompida dorsalmente; AS com bandas de
espinho anteriores incompletas, interrompidas latero-dorsalmente; A6 com bandas de espinho
anteriores incompletas, interrompidas latero-dorsalmente e bandas de espinhos posteriores
completas ou incompletas; A7 com bandas de espinhos anteriores completas ou incompletas,
interrompidas lateralmente ¢ com bandas de espinhos posteriores completas; em todos os
segmentos, os espinhos sdo retilineos, fracamente pigmentados, com uma, duas ou trés pontas;
em vista ventral, as primeiras fileiras de espinhos sdo proeminentes ¢ maiores em relagdo as
demais fileiras, que diminuem gradualmente de tamanho; A1-A7 apresentam bandas de espinho
anteriores e posteriores. Area interbandas. Com tegumento estriado em todos os segmentos.
Divisao anal (vista posterior). Banda de espinhos incompleta, restritas ventralmente e latero-
ventralmente. Espiraculos posteriores. Peritrema espesso, incompleto, com botdo completo;
o tegumento em que os espiraculos estdo inseridos apresenta diversas ranhuras. Papilas
espiraculares. Sdo arredondadas, com ranhuras concéntricas ao longo da estrutura; o
tegumento que as margeia apresenta ranhuras. Papilas dorsais. P1 aproximadamente um terco
maiores que P2-P3; P2-P3 mais proximas entre si do que de P1. Papilas ventrais.
Equidistantes, com P6 com metade do tamanho das demais papilas e P5 mais internalizadas no
tegumento. Almofada anal. Com espinhos proeminentes, dispersos e fracamente pigmentados,
0s quais em sua maioria tem pontas duplas ou triplas; na regido dorsal, as fileiras de espinhos
se dispdem em “V” ou “X”; na regido posterior, as fileiras de espinho superiores ao anus se
unem 3as fileiras de espinhos inferiores. Papilas anais. Conicas e curtas, com apice arredondado

e ranhuras concéntricas.

Comentarios. Dentre as espécies de Hemilucilia Neotropicais, apenas duas apresentam
descricdes de suas larvas publicadas. Algumas caracteristicas de H. segmentaria que a

diferenciam de H. semidiaphana (= H. flavifacies (Engel); = H. hermanlenti Mello) (ver Dear,
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1985, Baumgartner e Greenberg, 1985 e o presente estudo) sdo através da forma do esclerito
oral acessorio em vista ventral (forma de “V” ou de “espinho”), forma dos espinhos de T1
(achatado e arredondado), banda de espinhos posteriores em A7 e na divisao anal (incompletas),
distancia das papilas dorsais (equidistantes), tipo de botdes espiraculares (presentes e
incompletos) (ver Florez e Wolff, 2009 e presente estudo). Para a identificagdo de H.
semidiaphana se deve levar em consideracdo discrepancias nas bandas de espinhos dos
segmentos abdominais. Em Greenberg e Szyska (1984), a espinulagdo das bandas anteriores
em H. flavifacies ¢ completa até A2, diferindo do observado aqui, mas, em H. hermanlenti as
vezes € completa até A3, similar ao descrito neste estudo.

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bolivia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Equador,
Guatemala, Guiana, México, Panamad, Paraguai, Peru, Trinidad e Tobago e Tobago, Venezuela.
Biologia. H. semidiaphana sao assinantropicas (Baumgartner e Greenberg, 1985) e podem ser
encontradas em ambientes de cerrado, florestas ombrofilas e latifoliadas, pampas e em areas
montanhosas (e.g. Andes) em até 1200 m de altitude (Amat et al., 2009; Alves et al., 2014;
Oliveira e Vasconcelos, 2017). Sao atraidos por fezes humanas, frutas em decomposicao,
camarao, corpos ¢ visceras de animais em decomposi¢dao (porco, rato, coelho, visceras de
frango, figado bovino, peixe, humanos) (Baumgartner e Greenberg, 1985; D’almeida e Fraga,
2007; Vasconcelos et al., 2013; Alves et al., 2014; Amat et al., 2016). Seus imaturos e adultos
estdo associados a casos forenses, para a determinacdao do IPM (Vairo et al., 2014; Thyssen et
al., 2018). Em laboratério se desenvolvem bem em carne bovina e o periodo de

desenvolvimento de ovo a adulto leva 16-18 dias entre 25-30 °C (Thyssen, 2005).

Hemilucilia segmentaria (Fabricius) (Figs. 11 A—I; Fig.16D)
(96 h; N=2)

Pseudocéfalo. Como descrito nos comentarios gerais.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Com dentes robustos, fortemente pigmentados
e curvados; regido basal quadrada, com margem posterior concava. Esclerito oral acessério.
Fortemente pigmentado, em forma de gancho e com extremidade anterior direcionada
dorsalmente; em vista ventral é em “V” invertido. Esclerito dental. Oval e fortemente
pigmentado. Esclerito labial (anterior). Fortemente pigmentado e em forma de bastdo; em
vista ventral ¢ esférico. Esclerito labial (posterior). Estreito, oval e fortemente pigmentado;

em vista ventral ¢ trapezoidal. Esclerito intermediario. Fortemente pigmentado, amplo e
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trapezoidal, com margens laterais concavas. Barra parastomal. Com o mesmo comprimento
da ponte dorsal e em forma de bastdo, margeando o esclerito intermediario. Ponte dorsal.
Afilada, com linha delgada fortemente pigmentada nas margens dorsal e ventral. Placa vertical.
Mais longa do que alta, fracamente pigmentada na margem dorsal e com margem posterior
concava e de abertura estreita. Depressdo Optica. Abertura estreita, com proje¢do marginal
curta e fracamente pigmentada. Corno dorsal. Curvado em dire¢ao ventral e alongado, com
linha delgada e fortemente pigmentada na margem ventral; metade dorsal fracamente
pigmentada e pode ou ndo apresentar na extremidade apical uma janela estreita e discreta.
Corno ventral. Aproximadamente um ter¢o menor que o comprimento do corno dorsal, com
margem posterior com dois processos arredondados, albergando uma janela oval e ampla; em
vista ventral, o par é separado na extremidade posterior. Hipofaringe. E lisa e hialina.
Segmentos toracicos. Espiraculo anterior. O numero de lobos varia de 9-11. Espinhos.
Fortemente pigmentados na metade apical, proeminentes ¢ em sua maioria de ponta unica e
retilinea; T1 com fileiras horizontais de espinhos com pontas Unicas, achatados e arredondados
(lembrando escama de peixe); T2-T3 com fileiras de espinhos dispersas, pouco evidentes e com
banda de espinhos com largura menor em relagio a T1. Area interbandas. Tegumento estriado
em todos os segmentos.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A3 com bandas de espinho anteriores e completas; A4-
A7 anteriores e incompletas, com espinhos restritos ventralmente e latero-ventralmente; em
todos os segmentos, os espinhos sdo pouco visiveis, retilineos e com pontas tnicas ou raramente
duplas ou triplas, os quais sao fortemente pigmentados na metade apical; em vista ventral, todos
0s segmentos apresentam espinhos apenas anteriores. Area interbandas. Tegumento estriado
em todos os segmentos e A2-A7 com demarcag¢ao lateral proeminente.

Divisao anal (vista posterior). Banda de espinhos incompleta, interrompidas latero-
ventralmente. Espiraculos posteriores. Peritrema espesso, incompleto e com botdo
incompleto; o tegumento da placa espiracular apresenta diversas ranhuras. Papilas
espiraculares. Arredondadas e proeminentes, com ranhuras concéntricas ao longo da estrutura;
o0 tegumento que as margeia apresenta ranhuras. Papilas dorsais. Equidistantes € com mesmo
tamanho e posi¢cdo no tegumento. Papilas ventrais. Equidistantes, com P4 com o dobro do
tamanho das demais papilas ventrais e com P5 mais internalizada no tegumento. Almofada
anal. Com espinhos fortemente pigmentados na metade apical e com pontas Unicas ou duplas

em sua maioria; na regido dorsal, as fileiras de espinhos sdo dispostas em arco; na regiao
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posterior, as fileiras de espinhos superiores se unem as fileiras de espinhos inferiores.Papilas

anais. Conicas e curtas, com apice arredondado, apresentando ranhuras concéntricas.

Comentarios. H. segmentaria se assemelha a H. semidiaphana em diversos aspectos, exceto,
através da forma esclerito oral acessorio em vista ventral (em “Y”), forma de espinhos de T1
(conicos e de pontas Unicas), tipo de banda de espinhos posteriores em A7 (completos), posicao
das papilas na divisdao anal (P2-P3 mais proximas entre si) (ver Greenberg e Szyska, 1984,
Florez e Wolff, 2009 e presente estudo). Durante a identificagdo de H. segmentaria, alguns
caracteres discrepantes devem ser observados com cautela. Diferentemente do observado neste
estudo, Thyssen e Linhares (2007) relatam a completude das bandas de espinhos até A4.
Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Colémbia, Costa Rica, El
Salvador, Equador, Guatemala, Guiana, México, Panama, Paraguai, Peru, Trinidad e Tobago.
Biologia. S3o assinantrdpicas e por esta razdo também se tornam potenciais indicadores
bioldgicos (Thyssen e Linhares, 2007; Cabrini et al., 2013). Preferem temperatura e umidade
mais altas e podem ser encontradas em ambientes de cerrado, caatinga, florestas ombrofila e
latifoliada e pampas (Thyssen e Linhares, 2007; Souza et al., 2008; Rosa et al., 2011; Alves et
al., 2014; Vasconcelos et al., 2015; Vasconcelos et al., 2016). Sao atraidas por fezes humanas
e bovinas e por corpos de animais em decomposi¢do (humanos, cdo, coelho, porco, rato, peixe)
os quais também se criam (Baumgartner e Greenberg, 1985; Moretti et al., 2008; Alves et al.,
2014; Cruzetal., 2021). Sdo importantes na determinagao do IPM em casos forenses (Kosmann
et al., 2011; Vasconcelos et al., 2017) e como indicadores de que um corpo foi removido do
local do crime (Carvalho et al., 2000). Ocasionalmente podem ser coletadas a noite (Soares e
Vasconcelos, 2016), reforcando sua importancia no ambito forense como pioneiras a colonizar
um recurso. Em laboratorio desenvolvem-se bem em carne bovina e em dietas artificiais,
completando o seu desenvolvimento de ovo a adulto em 12-12 dias entre 25-30 °C (Thyssen,

2005).

Paralucilia Brauer & Bergenstamm

Este género ¢ endémico da regido Neotropical (Dear, 1985; Mariluis et al., 1994;
Kosmann et al., 2013) e até o momento cinco espécies sao consideradas validas, P. nigrofacialis
(Mello), P. pseudolyrcea (Mello), P. paraensis (Mello), P. borgmeieri (Mello) e P. fulvinota
(Bigot) (Dear, 1985; Mariluis et al., 1994; Mello, 1996; Madeira-Ott, 2019). Ainda existem

discrepancias morfologicas, até mesmo para adultos, e estudos moleculares e taxondmicos tém
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sido realizados para a definicdo de seu status taxondmico e na determinagdo de espécies
(Madeira-Ott, 2019). Assim como em outros géneros, ainda nao ¢ possivel apresentar um
caracter exclusivo para definir Paralucilia. Embora presente em H. semidiaphana, o peritrema
incompleto e com botdo bem definido ¢ relatado em todas as espécies de Paralucilia descritas
at¢ o momento (Fig. 12 D) (Greenberg e Szyska, 1984; Sales et al., 2013; Da Silva, 2018;

presente estudo).

Paralucilia fulvinota (Bigot) (Figs. 12 A—H; Fig. 16E)
(96 h; N=8)

Pseudocéfalo. Como descrito nos comentérios gerais.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Fortemente pigmentados, com dentes
delgados e semicirculares; regido basal quadrada com margem posterior concava. Esclerito
oral acessério. Oval e fracamente pigmentado e em vista ventral, é pareado e triangular, as
vezes em forma de “M”. Esclerito dental. Triangular e estreito. Esclerito labial (anterior).
Em forma de bastdo e fracamente pigmentado; em vista ventral, ¢ fracamente pigmentado e
arqueado. Esclerito labial (posterior). Em forma de bastio e fracamente pigmentado; em vista
ventral, ¢ estreito com margem anterior arredondada e posterior alongada. Esclerito
intermediario. Estreito e em forma de “T” com extremidades arredondadas. Barra
parastomal. Alongado, delgado e curvo em dire¢do dorsal. Ponte dorsal. Afilada e fortemente
pigmentada. Placa vertical. Tao longa quanto alta, fortemente pigmentada na regido mediana
€ com margem posterior concava de abertura ampla. Depressao optica. Com abertura ampla e
projecdo marginal fracamente pigmentada. Corno dorsal. Curvado em direcdo ventral e
alongado, podendo ou ndo albergar janela; margem ventral com linha fortemente pigmentada e
delgada. Corno ventral. Com comprimento semelhante ao do corno dorsal, alberga uma janela
estreita; margem posterior com dois processos, um superior arredondado e um inferior e afilado
e fracamente pigmentado; em vista ventral, o par € unido na extremidade posterior por um arco
fracamente pigmentado. Hipofaringe. E estriada e fracamente pigmentada.

Segmentos toracicos. Espiraculo anterior. O nimero de lobos varia de 7-12, com maioria de
11. Espinheos. Fortemente pigmentados, retilineos em sua maioria e apresentando uma, duas ou
trés pontas; T1 com fileiras de espinhos concéntricas e espinhos retilineos de ponta unica; T2-
T3 possuem espinhos retilineos, curtos e de pontas duplas ou triplas em sua maioria. Area

interbandas. Lisa.
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Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A6 com bandas de espinho anteriores e completas; A7
com banda de espinhos anteriores incompletas, interrompidas dorsalmente; em todos os
segmentos, os espinhos sdo retilineos, fortemente pigmentados na metade apical e com uma,
duas ou em sua maioria trés pontas; em vista ventral, apenas A3-A7 apresentam bandas de
espinhos anterior e posterior. Area interbandas. Cinturdo lateral de rastejamento nas margens
posteriores de A1-A6, sendo a de A6 com poucos espinhos.

Divisao anal (vista posterior). Banda de espinhos incompleta, restrita ventralmente e latero-
ventralmente. Espiraculos posteriores. Peritrema incompleto, delgado e com botao completo;
o tegumento da placa espiracular apresenta diversas ranhuras. Papilas espiraculares. Conicas
com apice arredondado e ranhuras concéntricas ao longo da estrutura; o tegumento que as
margeia apresenta espinhos curtos € ndo pigmentados. Papilas dorsais. Equidistantes e de
tamanho e posicao similares. Papilas ventrais. Cada papila apresenta uma cicatriz apical; as
ranhuras concéntricas s3o mais visiveis nas papilas ventrais do que as papilas dorsais; P4-P6
sdo equidistantes, sendo P5 mais internalizadas no tegumento ¢ P6 com metade do tamanho de
P4. Almofada anal. Apresenta espinhos ndo pigmentados delgados (lembrando um fio de
cabelo) e espinhos pigmentados dispersos, em gancho e com pontas unicas, duplas ou triplas;
na regido dorsal, as fileiras de espinhos se dispdem em “V” ou “X”; na regido posterior, as
fileiras de espinhos superiores ao anus atingem as fileiras de espinhos inferiores. Papilas anais.

Conicas e com apice arredondado, apresentando ranhuras concéntricas.

Comentarios. Outras Paralucilia, como P. pseudolyrcea e P. paraensis, podem diferir de P.
fulvinota por meio da forma da ponte dorsal (com ponta dupla em P. pseudolyrcea), forma do
esclerito intermedidrio (com uma concavidade posterior em P. pseudolyrcea), forma do
esclerito oral acessorio em vista ventral (em virgula em P. pseudolyrcea), presenga ou auséncia
do esclerito oral acessorio (presente em P. paraensis) e em relagdo as bandas de espinhos
anteriores (completas de A1-AS em P. paraensis) (ver Trigo et al. 2006, Da Silva et al., 2018 e
Sales et al., 2013). Apesar do esclerito oral acessorio ser uma estrutura diagndstica aqui
observada para P. fulvinota, em Greenberg e Szyska (1984) esta estrutura ndo ¢ mencionada ou
ilustrada. Estudos morfologicos futuros com populagdes de diferentes regides sdo interessantes,
a fim de comprovar se existem variacdes intraespecificas em seus imaturos, tal como ocorrem
nos adultos, que ja foram relatados como forma “clara” e forma “escura” (Mariluis et al., 1994;
Madeira-Ott, 2019).

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bolivia, Belize, Brasil, Chile, Colombia, Costa

Rica, Equador, Guatemala, Guiana, Honduras, México, Panama, Paraguai, Peru, Venezuela.
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Biologia. Sio assinantropicas (Amat, 2009) e comumente encontradas em florestas latifoliadas
e ombrofilas (Amazonica e Mata Atlantica), também registradas em estepes (Pujol-Luz et al.
2006; Grisales et al. 2010; Batista-da-Silva et al., 2011; Alves et al., 2014; Morrone, 2014;
Armani et al., 2015; Sales et al.,, 2021). Em algumas regides, como o Peru, podem ser
encontradas entre 200 m e 1900 m de altitude (Baumgartner e Greenberg, 1985). Seus adultos
sdo atraidos por fezes humanas, corpos e visceras de animais (humanos, porco, peixe, porquinho
da india, figado bovino) (Greenberg e Szyska, 1984; Baumgartner e Greenberg, 1985; Pujol-
Luz et al. 2006; Grisales et al. 2010; Aguirre e Barragan, 2015). Sao potenciais indicadores
bioldgicos e de movimentagdo de corpos do local do crime e também estdo associadas a
determinagdo de IPM em casos forenses (Pujol-Luz et al. 2006). Levam entre 10-14 dias para
se desenvolver do primeiro estadio a pupa em uma temperatura de 21-26 °C (Sales et al., 2021)
e em laboratério entre 12-15 dias para se desenvolverem de ovo a adulto em uma variagao de

temperatura de 22-26 °C (Greenberg e Szyska, 1984).

Sarconesia Bigot

Espécies deste grupo sdo restritas a regido Neotropical, sendo S. chlorogaster
(Wiedemann) a tnica espécie encontrada no Brasil, na regido sul (Mello, 1972; Baumgartner e
Greenberg, 1985; Kosmann et al., 2013). Existem poucos estudos biondmicos e morfologicos
para outros imaturos deste grupo (Greenberg e Szyska, 1984; Baumgartner e Greenberg, 1985;
Florez e Wolff, 2009), e grande parte dos estudos existentes avaliam a morfologia (Queiroz e
Carvalho, 1987; Bonatto e Carvalho, 1996) e biologia (Queiroz et al., 1985; Bonatto, 1996;
Lecheta et al., 2015; Flissak e Moura, 2017; Lecheta e Moura, 2019) de S. chlorogaster. Em
geral, apresentam caracteristicas similares as de Calliphora, como algumas estruturas do
cefaloesqueleto (Greenberg e Szyska, 1984). Um caracter com potencial diagnostico a ser
explorado para definir este grupo ¢ a margem posterior do corno ventral retilinea (Fig. 13 F)

(Greenberg e Szyska, 1984; presente estudo).

Sarconesia chlorogaster (Wiedemann) (Figs. 13 A—H; Fig. 16F)
(150 h; N=17)

Pseudocéfalo. Como descrito nos comentarios gerais.
Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Robustos, com dentes longos e semicirculares;
regido basal fortemente pigmentada e quadrada. Esclerito oral acessério. E fracamente

pigmentado e em forma de bastdo; em vista ventral, ¢ um “Y” invertido. Esclerito dental. Em
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forma de boomerang e fortemente pigmentado. Esclerito labial (anterior). Nao ¢ visivel em
vista lateral e em vista ventral ¢ um arco. Esclerito labial (posterior). Nao ¢ visivel em vista
lateral e em vista ventral tem metade anterior quadrada com prolongamento estreito na metade
posterior. Esclerito intermediario. Fortemente pigmentado ¢ em forma de “T”, com
extremidades arredondadas e processo ventral curto. Barra parastomal. Com comprimento
cerca de um ter¢o menor que o esclerito intermedidrio e curvado em dire¢ao dorsal. Ponte
dorsal. Ampla, arredondada e fortemente pigmentada. Placa vertical. Com altura e largura
similares, fracamente pigmentada na margem dorsal e com margem posterior concava de
abertura estreita. Depressao optica. Com abertura ampla e projecdo marginal fracamente
pigmentada. Corno dorsal. Alongado, com margem dorsal arredondada estreitando-se
apicalmente; margem ventral com linha ondulada fortemente pigmentada. Corno ventral. Com
metade do comprimento do corno dorsal, tem margem posterior retilinea ou ondulada,
albergando uma janela oval; em vista ventral, o par é separado na extremidade posterior.
Hipofaringe. E estriada e fracamente pigmentada.

Segmentos toracicos. Espiraculo anterior. O nimero de lobos varia de 7-11, com maioria de
9. Espinhos. Fracamente pigmentados, retilineos € com uma ponta em sua maioria, raramente
apresentando duas ou trés pontas; T1 com fileiras de espinho concéntricas e dispersas
dorsalmente; T2-T3 com espinhos curtos e fileiras dispersas entre si. Area interbandas. Lisa.
Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A4 com bandas de espinho anteriores e completas; A5-
A6 com bandas de espinho anteriores e incompletas, restritas ventralmente e latero-
ventralmente; A7 com fileiras de espinho posteriores completas; em todos os segmentos 0s
espinhos sdao diminutos, retilineos, de ponta Unica, raramente com duas ou trés pontas e
fracamente pigmentados ou transparentes; em vista ventral, A1-A7 apresentam espinhos
anteriores e posteriores. Area interbandas. Lisa.

Divisao anal (vista posterior). Banda de espinhos incompleta dorsalmente. Espiraculos
posteriores. Peritrema delgado, incompleto e sem botdo; o tegumento da placa espiracular
apresenta diversas ranhuras. Papilas espiraculares. Conicas, com extremidade arredondada e
ranhuras concéntricas; o tegumento que as margeiam apresenta espinhos delgados e ndo-
pigmentados. Papilas dorsais. Equidistantes ou com P2-P3 mais proximas entre si; P2 mais
externalizadas no tegumento em relacdo as demais papilas. Papilas ventrais. Equidistantes,
com P6 mais externalizadas no tegumento e P5 eventualmente sdo mais internalizadas no
tegumento. Almofada anal. Com espinhos fortemente pigmentados, em gancho e com pontas

unicas, duplas ou triplas; na regido dorsal, as fileiras de espinhos sao dispersas e se dispdem de
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maneira retilinea; na regido posterior, as fileiras de espinho estdo restritas acima do anus.

Papilas anais. Conicas com 4pice arredondado, apresentando ranhuras concéntricas.

Comentarios. S. chlorogaster pode ser diferenciada de outras Sarconesia neotropicais, como
S. versicolor Bigot, por meio da forma do esclerito intermediario (estreito), distancia das papilas
ventrais (equidistantes), tamanho das papilas ventrais (PS5 menor que P4) (ver Greenberg e
Szyska, 1984). A distancia entre as papilas dorsais ¢ o padrao de espinulagdo para S.
chlorogaster, devem ser consideradas com cautela durante sua identificacdo, devido as
discrepancias e variagdes. As amostras aqui observadas apresentaram variacdo nas papilas
dorsais, ora P2-P3 eram mais proximas entre si, também relatado em Greenberg e Szyska (1984)
e ora equidistantes relatado em Bonatto e Carvalho (1996). Em relacdo a distribuicdo de
espinhos, Bonatto e Carvalho (1996) descrevem a banda de espinhos posteriores de A7 como
incompleta, diferente do observado no presente estudo. Descri¢des das espécies “Sarconesia”
splendida (Townsend) (Greenberg e Szyska, 1984) e “Sarconesia” magellanica (Le Guillou)
(Greenberg e Szyska, 1984; Florez e Wolff, 2009) ndo foram consideradas aqui, devido a nova
classificagdo em que a primeira agora ¢ pertencente a Chlorobrachycoma Townsend e a
segunda a Sarconesiopsis Townsend (Kosmann et al., 2013).

Distribuicio. NEOTROPICAL. Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Equador, Paraguai, Peru,
Uruguai.

Biologia. S3o sinantropicos (Baumgartner e Greenberg, 1985; Greenberg, 1985) e podem ser
encontrados em ambientes de floresta ombroéfila, pampas e em regides aridas e montanhosas
(e.g. Andes), podendo ser coletadas entre 1300 a 4000 m (Greenberg e Szyska, 1984;
Baumgartner e Greenberg, 1985; Aballay et al.; 2012; Souza et al., 2008; Alves et al., 2014).
Os adultos desta espécie sdo atraidos por fezes, corpos e visceras de animais (humanos, porco,
coelho, raposa, cdo, cavalo, rato, bovinos, galinha, peixe) e eventualmente por lixo urbano
(Baumgartner e Greenberg, 1985; Queiroz e Carvalho, 1987; Bonatto, 1996; Moura et al., 1997;
Moura et al., 2004; Aballay et al., 2008; Kriiger et al., 2010; Battan-Horestein e Salvo, 2012;
Alves et al., 2014). Ha registros desta espécie em casos forenses, na determinacdo do IPM
(Vairo et al., 2014). Em laboratério, suas larvas desenvolvem-se bem em dietas artificiais,
levando entre 14-18 dias para se desenvolverem de ovo a adulto entre 25-30 °C (Lecheta et al.,

2015).
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4.5. Chave de identificacdo para larvas de terceiro estadio de espécies de Calliphoridae de

importancia forense da regido Neotropical

1. Larva com fileiras de tubérculos ao longo dos segmentos (Figs. 3 A—E) (‘hairy maggots’)
............................................................................................. Chrysomya albiceps (Wiedemann)

1°. Larva sem fileiras de tubérculos ao longo dos SeZmentos ...........cccecuveeeereeerieeencreeesveeennnennn 2
2. Margem posterior da area interbandas A1-A4 lisa (Fig. 9 A) ccvvveoieeeieeeeeeeeeeeeeee e 3
2’. Margem posterior da area interbandas A1-A4 com cinturdo lateral de rastejamento (Fig. 1
A FIZ. T A ettt ettt ettt et esabe b e aaeeneen 7

3. Em vista posterior, almofada anal com fileiras de espinhos restritas acima do anus com
espinhos dispersos entre si (Fig. 13 G); botdo espiracular ausente (Fig. 13 D); margem posterior
do corno ventral retilinea ou ondulada (Fig. 13 F)

...................................................................................... Sarconesia chlorogaster (Wiedemann)
3. Em vista posterior, almofada anal com fileiras de espinhos circundantes ao anus (fileiras
acima do anus atingindo as fileiras abaixo) (Fig. 11 F) ou restritas acima do dnus, mas com
concentragdo de espinhos em um unico ponto (Fig. 8 F); botdo espiracular presente completo
ou incompleto (Fig. 9 D); margem posterior do corno ventral com dois processos evidentes ou
cONCavVa (FiZ. 1 G; FIZ. O F) ittt e e e e e en 4

4. Tegumento com estrias (Fig. 10 D; 11 D); presenga de esclerito oral acessorio (Figs. 10 H—
I); peritrema incompleto (Fig. 7 D; 10 E).ueeoiiriiiiiiiiiiiiccceeeceeeee e 5
4’. Tegumento sem estrias; auséncia de esclerito oral acessorio (Fig.6 F); peritrema completo

5. T1 com espinhos dorsais arredondados e achatados (Fig. 11 B); botdo espiracular incompleto
(Fig. 11 E); em vista ventral, esclerito oral acessorio em forma de “V” (Fig. 11 I)
......................................................................................... Hemilucilia segmentaria (Fabricius)
5°. T1 com espinhos dorsais retilineos ou em forma de gancho (Fig. 10 B); botdo espiracular
completo (Fig. 10 E); em vista ventral, esclerito oral acessoério em forma de “Y” (Fig. 10 I)
........................................................................................ Hemilucilia semidiaphana (Rondani)

6. A7 com algumas fileiras dorsais de espinhos posteriores (Fig. 8 C); almofada anal com grupo
de espinhos concentrados acima do anus (Figs. 8 E-G); a abertura entre os cornos dorsal e
ventral € ampla (Fig. 8 F); margem inferior do corno dorsal com linha de pigmentacao delgada
na extremidade (Fig. 8 F) ...oooviiiiiiiiieeeeee e Lucilia cuprina (Wiedemann)
6’. A7 sem fileiras dorsais de espinhos posteriores (Fig. 9 C); almofada anal sem grupo de
espinhos concentrados acima do anus (Figs. 9 E-H); a abertura entre os cornos dorsal e ventral
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¢ estreita (Fig. 9 F); margem inferior do corno dorsal com linha de pigmentagdo espessa na
extremidade (Fig. 9 F) cocoovviiiiiiiieieee, Lucilia eximia (Wiedemann)

7. A5 com espinhos posteriores dorsais e laterais (Figs. 2 A—C); divisdo anal e almofada anal
com microtubérculos (Fig. 2 F); em vista ventral, esclerito oral acessério em forma de “Y” (Fig.
2 I); peritrema completo (Fig. 2 D) coocvveeeiieeieeeeeeeeee e Calliphora sp. Mello

7°. A5 sem espinhos posteriores (Figs. 5 A-C); divisdo anal e almofada anal sem
microtubérculos (Fig. 5 F); em vista ventral, esclerito oral acessério ausente ou diferente do
descrito acima (Fig. 5 I; 12 H); peritrema incompleto (Fig. 7 D; 12 D) .oeecvvveeveeeieeeeeee 8

8. Botdo espiracular presente e completo (Fig. 12 D); em vista ventral, esclerito oral acessorio
pareado e triangular ou em forma de “M” (Fig. 12 H)
....................................................................................................... Paralucilia fulvinota (Bigot)
8’. Botao espiracular incompleto ou ausente (Fig. 3D; 4D; em vista ventral, esclerito oral
acessorio ausente ou diferente do descrito acima (Fig. 4 F; S 1) oooieviiiiiieniiiieieeieeeee 9

9. Pigmentagdo dorsal externa ao corno dorsal presente (Fig. 6 H; 7 F); papilas dorsais da

divisdo anal diminutas e pouco evidentes (Fig. 6 E; 7 D; 15 E-F) ..oooviviiiiiiiiieiecieeiees 10
9’. Auséncia de pigmentagdo dorsal externa ao corno dorsal (Fig. 4 F); papilas dorsais da divisao
anal maiores e evidentes (Fig. 4 D; 5 D; 15 A-D) oooireoiiieiiiieeeeeeeeeee e, 11

10. Em vista dorsal, divisdo anal e A7 com traqueias pigmentadas (Fig. 6 D); A7 com espinhos
dorsais posteriores (Fig 6 A-C); em vista dorsal e em vista posterior, as fileiras de espinhos da
almofada anal sdo dispostas em grupos e restritas acima do anus (Fig. 6 F-G); pigmentagdo
dorsal externa ao corno dorsal presente até a metade da estrutura (Fig. 6 H)
........................................................................................ Cochliomyia hominivorax (Coquerel)

10°. Em vista dorsal, divisdao anal e A7 sem pigmentagdo nas traqueias (Fig. 7 C); A7 com
espinhos posteriores apenas ventrais (Fig. 7 A-C); em vista dorsal, as fileiras de espinhos da
almofada anal dispostas em “X” ou “V” e em vista posterior apresentam distribuicdo ampla
(Fig. 7 E); pigmentacdo dorsal externa ao corno dorsal presente do segundo ter¢o em diante
(FIg. O H) oot Cochliomyia macellaria (Fabricius)

11. Vista posterior da almofada anal com espinhos restritos acima do anus (Fig. 5 G); vista
dorsal do tegumento coberta com cerdas finas e fracamente pigmentadas e sutis protuberancias
(Fig. 5 E); auséncia de  esclerito oral acessorio (Figz 5  H-I)
.............................................................................................. Chrysomya putoria (Wiedemann)

11°. Vista posterior da almofada anal com espinhos atravessando a regido entre as papilas anais
e atingindo as fileiras de espinhos ventrais (Fig. 4 G); vista dorsal do tegumento rugoso e sem
cerdas (Figs. 4 A—C); presenca de esclerito oral acessorio (Fig. 4 F; 4 H)

......................................................................................... Chrysomya megacephala (Fabricius)
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4.6. Discussao

A tnica chave existente para géneros de larvas de Calliphoridae de importancia forense
(Smith, 1986) os diferencia utilizando tipo de peritrema, presenga ou auséncia de botao
espiracular, de esclerito oral acessorio e espinulagdo. Atualmente, caracteres exclusivos para
estes grupos sdo dificeis de definir, devido a descoberta de variagdes intraespecificas e pela
descri¢do de novas espécies com variagdes ou caracteres opostos aos definidos para aquele
grupo, tornando possivel distinguir as espécies ao invés de grupos Lineanos mais amplos, como
0 género.

As chaves dicotdmicas existentes para espécies de larvas de terceiro estddio (Knipling,
1936; Queiroz e Carvalho, 1987; Greenberg e Szyska, 1984; Liu e Greenberg, 1989; Holloway,
1991; Wells et al., 1999; Florez e Wolff, 2009; Szpila, 2010; Thyssen, 2010; Szpila e Grzywacz,
2019) utilizam como caracteres principalmente o padrao da espinulagio ao longo dos segmentos
larvais, presenca ou auséncia de tubérculos, cerdas ou microtubérculos no tegumento,
espinulacdo da almofada anal, tipo e forma dos espinhos, presenga ou auséncia de esclerito oral
acessorio, pigmentacdo e forma de alguns caracteres do cefaloesqueleto, tipo de peritrema e
botdo e tamanho e distidncia entre as papilas dorsais.

E preciso levar em consideracio a variacio intraespecifica desta distdncia para algumas
espécies (Greenberg e Szyska, 1984) e que em larvas coletadas nas primeiras horas da transi¢ao
para o terceiro estadio, a pigmentacdo do peritrema ainda pode ser fraca (Liu e Greenberg,
1989), dificultando a definicdo de sua completude ou incompletude, sendo necessaria a sua
observagdo em conjunto com outros caracteres. Adicionalmente, algumas chaves trazem o
nimero de lobos presentes no espirdculo anterior (Knipling, 1936; Florez e Wolff, 2009),
ressaltando que este caracter sozinho ndo ¢ confidvel para definir espécies (Knipling, 1936),
visto que existe variagdo intraespecifica e a faixa de variagdo no numero de lobos, pode se
sobrepor entre diferentes espécies.

O estado de preservacdao também deve ser levado em consideragdo durante a
identificacdo das espécies larvais, uma vez que o periodo e armazenamento em diferentes
liquidos fixadores podem escurecer a pigmentacao do peritrema e espinulagdo na larva, sendo
recomendado, em caso de duvida, consultar também as descri¢des e fotodocumentagao.
Técnicas de clareamento em KOH 10%, de estruturas internas como o do cefaloesqueleto
(Sukontason et al., 2004), quando utilizadas, também devem ser levadas em consideragdo e
promovidas com cautela para que o tempo de exposi¢ao nao seja muito longo e a pigmentacao

seja perdida.
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Antes do clareamento, a dissec¢ao do cefaloesqueleto pode ser necessaria para a limpeza
inicial do tegumento excessivo. Também ¢ importante lembrar que € imprescindivel a utilizagao
de equipamento de aumento até 40 vezes, como o estereomicroscopio, para visualizar as
caracteristicas descritas neste estudo. Assim, para a construcdo da chave foi levada em
consideragdo a utilizagdo de caracteres visiveis em estereomicroscopia comum e caracteres

mais acessiveis ao publico com pouca experiéncia taxonomica.

4.7. Conclusoes

Os melhores caracteres para a identificacdo de espécies envolvem o cefaloesqueleto, o
padrdo de espinulagdo dos segmentos abdominais e da almofada anal, caracteristicas da area
interbandas, o tipo de espinhos do primeiro segmento toracico, tamanho das papilas da divisdo
anal, completude do peritrema e presenca ou auséncia de botao espiracular. Esperamos que este
estudo possa contribuir com o esclarecimento de caracteres e identificagdo de espécies
Neotropicais de importancia forense. Ainda assim, estudos mais aprofundados em relagao a
caracteres variaveis em diferentes populagdes sao necessarios, bem como a exploracdo de
posicao de sensilas e papilas através de microscopia eletronica de varredura, a fim de detalhar

a descricao de algumas estruturas larvais.
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Figura 1. Caracteres anatomicos de larvas de terceiro estadio de Calliphoridae. Em: [A] segmentos
corporais, espinulagdo e o espiraculo respiratorio anterior (ampliado no inset), vista lateral; [B]
pseudocéfalo, vista ventral; [C] e [E] segmentos corporais e espinulacdo, vista ventral e dorsal,
respectivamente; [D] divisdo anal; [F] espiraculos respiratorios posteriores; [G] e [H] cefaloesqueleto,
vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1-T3= segmentos toracicos;
A1-A7= segmentos abdominais; DA= divisdo anal; CLR= cinturdo lateral de rastejamento; CVR=
cinturdo ventral de rastejamento; BA= banda de espinhos anterior; BP= banda de espinhos posterior;
Al= area interbandas; an= complexo antenal; pm= palpo maxilar; mf= mascara facial; co= cavidade
oral; EP= espiraculo posterior; P1-P3= papilas dorsais; P4-P7= papilas ventrais; AA= almofada anal;
PA= papila anal; pa= poro anal; FE= fenda espiracular; P= peritrema; b= botdo espiracular; GO=
gancho oral; ELA= esclerito labial anterior; ELP= esclerito labial posterior; ED= esclerito dental; BP=
barra parastomal; DO= depressio Optica; PD= ponte dorsal; PV= placa vertical, HP= hipofaringe; EI=
esclerito intermediario; CD= corno dorsal; JV=janela ventral; CV= corno ventral.
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Figura 2. Larva de terceiro estadio de Calliphora sp. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo e espinhos
do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal; [E]-[G] almofada anal e microtubérculos, vista
posterior, lateral e dorsal, respectivamente; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas:
Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp= espinhos; mi= microtubérculos; EQO=
esclerito oral acessorio.
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Figura 3. Larva de terceiro estadio de Chrysomya albiceps. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo e
espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal e tubérculos duplos laterais nos segmentos abdominais
(ampliado no inset); [D] divisdo anal; [E] tubérculo e placas do segmento AS; [F]-[G] almofada anal,
vista dorsal e posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo;
T1= primeiro segmento toracico; esp= espinhos; Th= tubérculos.
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Figura 4. Larva de terceiro estadio de Chrysomya megacephala. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo
e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisao anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e
posterior, respectivamente; [F]-[H] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente, € variagdes
do esclerito oral acessorio (ver no inset). Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento
toracico; esp= espinhos; EQ= esclerito oral acessorio.
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Figura 5. Larva de terceiro estadio de Chrysomya putoria. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo e
espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal; [E] segmentos A2-A4, vista dorsal,
mostrando as diferencas entre cerdas e protuberancias (com maior aumento no inset); [F]-[G] almofada
anal, vista dorsal e posterior, respectivamente; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral,
respectivamente. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp= espinhos; Ce=
cerdas; Pt= protuberancia.
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Figura 6. Larva de terceiro estadio de Cochliomyia hominivorax. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo
e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] A5-A7 e divisdo anal com traquéias respiratorias
pigmentadas; [E] divisdo anal; [F]-[G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto,
vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; A5-A7= quinto
ao sétimo segmentos abdominais; DA= divisdo anal; esp, espinhos; Tr= traquéias respiratorias; Pe=
pigmentacao externa do corno dorsal.
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Figura 7. Larva de terceiro estadio de Cochliomyia macellaria. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo
e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal dos segmentos larvais; [D] divisdo anal; [E]-[G] almofada

anal, vista dorsal e posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vistal lateral e ventral. Abreviaturas: Pe=
pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp,= espinhos.
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Figura 8. Larva de terceiro estadio de Lucilia cuprina. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo e espinhos
do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e posterior;
[F]-[H] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento
toracico; esp= espinhos.
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Figura 9. Larva de terceiro estadio de Lucilia eximia. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo e espinhos
do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisao anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e posterior;
[F]-[H] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento
toracico; esp= espinhos.



86

Figura 10. Larva de terceiro estadio de Hemilucilia semidiaphana. Em: [A] vista lateral; [B]
pseudocéfalo e espinhos do T1, vista posterior; [C] vista dorsal; [D] estrias do tegumento do AS; [E]
divisdo anal; [F]-[G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e
ventral. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp= espinhos.
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Figura 11. Larva de terceiro estadio de Hemilucilia segmentaria. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo
e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] estrias do tegumento do AS; [E] divisgo anal; [F]-

[G] almofada anal, vista dorsal e posterior; [H]-[I] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas:
Pc= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp= espinhos.
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Figura 12. Larva de terceiro estadio de Paralucilia fulvinota. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo e
espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e
posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vista dorsal e ventral, respectivamente, e variagdes do esclerito oral
acessorio (ver no inset). Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro segmento toracico; esp=
espinhos.
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Figura 13. Larva de terceiro estadio de Sarconesia chlorogaster. Em: [A] vista lateral; [B] pseudocéfalo
e espinhos do T1, vista dorsal; [C] vista dorsal; [D] divisdo anal; [E]-[G] almofada anal, vista dorsal e

posterior; [F]-[H] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1= primeiro
segmento toracico; esp= espinhos.
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Figura 14. Regido anterior de uma larva de terceiro estadio de Calliphoridae por Microscopia Eletronica
de Varredura. Em: [A] pseudocéfalo; [B] lobo do pseudocéfalo e em detalhe o complexo antenal e o
palpo maxilar com suas sensilas. Abreviaturas: an= complexo antenal; pm= palpo maxilar; co= cristas
orais; sh= sensilas basiconicas; sc= sensilas celocoOnicas.
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Figura 15. Divisdo anal de larvas de terceiro estadio de Calliphoridae por Microscopia Eletronica de
Varredura. Em: [A] Calliphora sp.; [B] Chrysomya albiceps; [C] Chrysomya megacephala; [D]
Chrysomya putoria; [E] Cochliomyia hominivorax; [F] Cochliomyia macellaria. Abreviaturas: EP,
espiraculo posterior; P1-P3, papilas dorsais; P4-P6, papilas ventrais.
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Figura 16. Divisao anal de larvas de terceiro estddio de Calliphoridae por Microscopia Eletronica de
Varredura. Em: [A] Lucilia cuprina; [B] Lucilia eximia; [C] Hemilucilia semidiaphana; [D] Hemilucilia
segmentaria; [E] Paralucilia fulvinota; [F] Sarconesia chlorogaster.
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Morfologia e chave de identificacio para larvas de primeiro estadio de Calliphoridae

(Diptera, Oestroidea) de importancia forense da regiao Neotropical

Aline M. Prado’, Patricia J. Thyssen'

"Laboratério de Entomologia Integrativa, Departamento de Biologia Animal, IB, Universidade

de Campinas (UNICAMP), Sao Paulo, Brasil

5.1. Resumo

Os califorideos estdo entre as primeiras familias de moscas a colonizar um corpo e no
ambito forense sdo importantes para a determinagao mais acurada do tempo de morte. Para esta
determinacgdo, a identificagdo dos imaturos ¢ essencial, porém dificultosa, especialmente no
primeiro estddio em que as caracteristicas morfoldgicas sdo pouco evidentes. Os primeiros
estddios de dez espécies de Calliphoridae de importancia forense registradas para a regido
Neotropical pertencentes aos grupos, Calliphora, Chrysomya, Cochliomyia, Hemilucilia,
Lucilia e Sarconesia foram observados e documentados através de fotografias e ilustracdes. As
seguintes estruturas foram observadas: pseudocéfalo, méscara facial, estruturas do
cefaloesqueleto, espinulagdo dos segmentos toracicos e abdominais, campo espiracular e
espiraculos posteriores. Descrigdes anteriores sao sumarizadas e discrepancias em relacao ao
presente estudo foram discutidas. A partir dos dados morfologicos levantados uma chave
dicotdmica pictorica foi elaborada. As informagdes presentes neste estudo podem auxiliar na

identificacdo de espécies de Calliphoridae e esclarecer algumas caracteristicas morfoldgicas.

Palavras-chave: Entomologia forense; Intervalo p6s-morte; Taxonomia; Morfologia; Larvas.
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5.2. Introducio

Um dos primeiros passos para a determinagcdo mais acurada do intervalo pds morte
através da entomologia forense ¢ a identifica¢do do espécime coletado na cena do crime (Catts
e Goff, 1992). No que diz respeito aos imaturos, mesmo quando a fauna local é conhecida, a
identificacao acurada pode ser laboriosa especialmente para larvas de primeiro estadio (Catts e
Goft, 1992; Thyssen, 2010). Nestes casos a literatura sugere a criagdo da larva coletada até a
fase adulta, porém, esta pratica nem sempre ¢ possivel na rotina pericial, visto que as larvas
podem ndo sobreviver a coleta ou pela necessidade de tempo e recursos adequados para a
criagdo (Tao, 1927; Thyssen, 2011).

Para os Calliphoridae (Insecta, Diptera), uma das primeiras familias de moscas a
colonizar um cadaver ou uma carcaga (Reed, 1958), a disponibilidade de informagdes
morfologicas para os primeiros estadios ¢ escassa para algumas espécies (Szpila et al., 2012).
Outras espécies ainda necessitam de revisdo e detalhamento de caracteres (Knipling, 1936;
Greenberg e Szyska, 1984; Florez e Wolff, 2009) para tornar a identificagdo mais acessivel
(Szpila et al., 2012), visto que ainda existem discrepancias na determinacdo de caracteristicas
como o padrdo de espinhos ao longo dos segmentos corporais € que ainda existem
caracteristicas que nao foram exploradas em algumas descri¢gdes, como a vista ventral de
estruturas que compdem o cefaloesqueleto (Szpila e Villet, 2011; Szpila et al., 2012).

Novas descrigdes utilizando equipamentos de melhor qualidade e diferentes recursos
como a microscopia eletronica de varredura (MEV) tém surgido para suprir estas necessidades
(Szpila et al., 2008; Szpila e Villet, 2011; Szpila et al., 2012; 2013; 2014a; 2014b; Szpila e
Wallman, 2016), contudo, a disponibilidade de chaves taxondmicas para espécies de imaturos
nos primeiros estadios ainda sdo escassas e incluem espécies nao neotropicais (Liu e Greenberg,
1989; Szpila e Villet, 2011; Szpila et al., 2012; 2013; Szpila e Wallman, 2016), tornando
necessarios estudos que possam diminuir as discrepancias taxondmicas existentes, padronizar
as terminologias e para o desenvolvimento de novas chaves taxondmicas. Assim, o objetivo do
presente estudo foi descrever e redescrever dez espécies de larvas de primeiro estadio de
Calliphoridae de importancia forense registrados na regido Neotropical e elaborar uma chave

dicotdmica pictorica.
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5.3. Material e Métodos

Coleta e obtengdo de amostras. As larvas avaliadas no presente estudo foram obtidas
por meio de: (i) coleta em campo; (ii) criagdes pré-estabelecidas no Laboratdrio de Entomologia
Integrativa (LEI) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e (iii) através do acesso a
colecao de imaturos do LEI. As espécies foram coletadas em Campina Verde, MG (19°32'09"S,
49°29'09"0), Arroio do Padre, RS (31°25'40"S, 52°22'36"W), no Horto Florestal de Capao do
Ledo, RS (31°45'46"S, 52°29"2"W) e na Universidade Federal de Pelotas — campus Capao do
Ledo (UFPel), RS (31°48'02.1"S, 52°25'14.0"W).

Excetuando Cochliomyia hominivorax que foi coletada diretamente do hospedeiro e
posteriormente estabelecida em laboratério de acordo com Cardoso et al. (2014), a coleta das
demais espécies foi feita através de coleta ativa e armadilhas (adaptada de Shuey, 1997 e
Moretti et al., 2009), ambas contendo figado bovino com 72h de putrefacdo. Os adultos e
imaturos foram identificados (Guimaraes e Papavero, 1999; Carvalho e Ribeiro, 2000; Grella e
Thyssen, 2011) e entdo armazenados em gaiolas plasticas sob condi¢des controladas (27+1 °C,
70+£10 %, 12:12 h).

Para a alimentagdo dos adultos foram fornecidas dgua e dieta a base de acucar, leite em
po e levedo (porcao de 1:1:1) ad libitum e para a oviposicao foi oferecida uma porgao de 50 g
de carne bovina moida crua fresca. Os ovos foram realocados e depositados em frascos plasticos
sob as mesmas condi¢des controladas dos adultos, contendo uma proporgao de 0,5 g/ovo do
mesmo substrato, possibilitando a nutri¢do das larvas, que foram recolhidas no periodo entre 6-
12 h apos a eclosdo para os estudos morfoldgicos.

As larvas recolhidas foram mortas por imersdo em agua aquecida (70—80 °C) por pelo
menos 30 segundos e entdo armazenadas parte na solucdo de Kahle (30 mL de alcool etilico
95%, 12 mL de formaldeido, 4 mL de &cido acético glacial e 60 mL de dgua destilada) e parte
em alcool 70% (Adams e Hall, 2003; Borror ¢ Delong, 2010; Szpila et al., 2014). Apds as

analises morfologicas, todas as amostras foram depositadas na colecdo do LEIL

Observacio de amostras e elaboracdo de chaves taxonémicas. As caracteristicas
internas e externas das amostras foram observadas em estereomicroscopio. Para a observagao
da estrutura interna (cefaloesqueleto), as larvas foram dissecadas e clarificadas utilizando KOH
10% (Sukontason et al., 2004) para a limpeza do tegumento excessivo e entdo observadas em

estereomicroscopio. Os registros fotograficos foram feitos através de uma camera digital
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Samsung WBS50OF ® e as ilustragdes por meio de camara clara acoplada ao
estereomicroscopio. O conjunto de imagens foi editado utilizando o Adobe Photoshop™ CS6
Portable 2020. A chave dicotomica pictorica foi elaborada a partir de uma matriz de caracteres,
que foi produzida através do editor de dados Mesquite™ v. 3.70.

As fotos de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram obtidas a partir da
lavagem em solugdo tampao (PBS 10 %) e desidratacdo em série etandlica crescente (50, 70,
80, 90, 95 e 100 %). Em seguida, as amostras foram secas em temperatura ambiente, imersas
em hexametildisilazano (HMDS) e o material seco foi fixado em porta-amostras e colocado em
sputter coater SCD-050 para receber a cobertura por uma fina camada de ouro. Os exemplares

preparados foram analisados em microscopio eletronico JEOL® modelo JSM-840-A.

Nomenclatura e terminologia. As terminologias adotadas para as estruturas anatomicas
seguem Erzinglioglu (1985), Shewell et al. (1987), Courtney et al. (2000) e Szpila et al. (2013)
e as seguintes abreviaturas foram utilizadas: pseudocéfalo (Pc), segmentos toracicos (T1-T3),
segmentos abdominais (A1-A7), divisdo anal (DA), papilas dorsais interna, mediana e lateral

(P1-P3), papilas ventrais interna, mediana e lateral (P4-P6) e papila interna superior (P7).

5.4. Resultados

Descricdo e redescricoes de espécies de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae

Aspectos gerais. Corpo cilindrico e esbranqui¢ado com nimero de segmentos similar ao
descrito para muitos muscdides, com 12 segmentos divididos em: 1 Pc, 3 toracicos (T1-T3), 7
abdominais (A1-A7) e uma divisdo anal (Figs.1 A-E). Larvas de primeiro estadio sao
reconhecidas pelo par de espiraculos anteriores com uma Unica fenda ou eventualmente com
um par de fendas (pouco visivel em microscopia comum, aparentando estar ausente) e pelo par
de espiraculos posteriores, com peritremas fracamente pigmentados (Figs. 1 A-D). O Pc ¢
bilobado e contém um complexo antenal, palpo maxilar e mascara facial. O complexo antenal
¢ localizado antero-dorsalmente e € estruturado por um par de antenas pouco desenvolvidas,
alocadas em domos antenais (Fig. 1 B; Fig. 16 A-B). O palpo maxilar ¢ composto por um
conjunto de sensilas do tipo basicOnicas e celoconicas. A mascara facial estd localizada ao redor
da cavidade oral e € composta por cristas orais que irradiam ao longo do Pc e também sdo pouco

evidentes em microscopia comum (Fig. 1 B; Fig. 16 A-B). Internalizado nos trés primeiros
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segmentos larvais, o cefaloesqueleto ¢ composto por diversas estruturas, algumas delas
pareadas (ganchos orais, as barras parastomais, placas verticais e cornos dorsais € ventrais)
(Figs.1 G=H). Os ganchos orais sdo simétricos, o labro € presente, e, em vista ventral, o esclerito
intermediario tem forma de “H” (Figs.1 G—H). Os escleritos dental, labial e oral acessorio nao
existem neste estadio. Os cirros/denticulos sdo estruturas denticuladas que estdo localizadas no
apice do gancho oral (Figs. 2D-E). Os segmentos T1-T3 apresentam bandas de espinhos sempre
anteriores e completas. A divisdo anal apresenta abaixo do disco espiracular um par de
estruturas circulares, globosas ou achatadas e em geral, as papilas dorsais e ventrais sdo conicas

ou arredondadas e de dificil visualizagdo e definicdo em microscopia comum (Fig.1 D).

Calliphora Robineau-Desvoidy

Diante das descrigdes existentes para primeiro estadio de Calliphora (Erzinglioglu,
1985; Liu e Greenberg, 1984; Szpila et al., 2008; Florez ¢ Wolff, 2009; Szpila et al., 2014b),
ainda ndo ha caracteres exclusivos que possam definir este grupo, uma vez que a grande maioria
necessita de uma revisdo para maior detalhamento e observacao de outros caracteres como
estruturas do cefaloesqueleto e padrdo de espinulagcdo anterior e posterior dos segmentos
abdominais. Embora sejam compartilhadas por outros grupos como Lucilia e Sarconesia
(Greenberg e Szyska, 1984; Bonatto e Carvalho, 1996; Szpila et al., 2012), algumas
caracteristicas potenciais para a definicdo deste grupo, sdo a presenc¢a de bragos laterais no
gancho oral, placa vertical estreita em comprimento e apice do gancho oral angulado em relagao
a regido basal (Figs.2 E-F) (O’Flynn e Moorhouse, 1980; Erzinclioglu, 1985; Szpila et al.,
2008).

Calliphora sp. Mello (Figs. 2 A-F; 12 A-B; 13 A-C; 17 A; 19 A)
(6-12 h; N=38)

Diagnose. Pseudocéfalo com dois pares de cristas orais interrompidas dorso-lateralmente.
Ganchos orais com 5-6 fileiras de denticulos apicais (cirros) e com fraca pigmentacdo. Regido
basal do gancho oral estreita com braco lateral delgado e de pigmentacao fraca. Labro com
margem dorsal concava e apice arredondado. Esclerito intermediario, em vista ventral, com
bragos posteriores robustos € com barra transversal de abertura truncada e estreita. Ponte dorsal
presente e fortemente pigmentada. Placa vertical com comprimento duas vezes menor que a

altura. Corno dorsal delgado e curvo. Corno ventral, em vista ventral com bragos separados um
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do outro na extremidade posterior. A1-A3 com bandas de espinhos anteriores interrompidas
dorso-lateralmente. A4 com bandas de espinhos anteriores e interrompidas dorso-lateralmente.
AS5-A6 com bandas de espinho anteriores restritas ventralmente e latero-ventralmente. A7 com
bandas de espinhos anteriores e completas e apresenta bandas de espinhos posteriores
completas. Vista ventral de A2-A7 com lacuna estreita entre o cinturdo ventral de rastejamento
e a banda ventral de espinhos, apresentando metade ou menos que a metade do comprimento
da banda ventral de espinhos. Divisdo anal com circulo completo de espinhos, semelhantes a
fios de cabelo. Espiraculo posterior com 4 pares de ramificagdes bifurcadas ou trifurcadas.
Papilas dorsais. P1 ¢ P3 conicas, P2 arredondadas, proximas de P3 e com menos da metade do
tamanho das demais papilas. Papilas ventrais. P4 nio s3o visiveis em microscopia comum; P5
e P6 alongadas e cilindricas; P7 arredondadas, em forma de sensila € menores em relacao as

demais papilas.

Comentarios. Calliphora sp. se difere em relagdo as outras espécies neotropicais descritas,
como C. nigribasis e C. vicina, pelo padrdo de espinulacdo dos segmentos larvais; (C. nigribasis
Macquart, 1851, com banda de espinhos de A5-A7 e na divisao anal incompletas e
interrompidas até a metade do segmento e C. vicina Robineau-Desvoidy, 1830, com bandas de
espinhos em A4-AS5 completas) (ver Erzinglioglu, 1985; Szpila et al., 2008; Florez e Wolff,
2009; Szpila et al., 2014b) e pela forma de estruturas do cefaloesqueleto; (arco transversal
unindo as extremidades distais dos cornos ventrais em C. vicina) (ver Szpila et al., 2008). Além
disso, de acordo com Liu e Greenberg (1989) outros caracteres diferenciaveis sdo os espinhos
filiformes na é4rea espiracular (cercada por uma densa quantidade em C. vicina). Estes espinhos
sdo melhor detalhados e definidos através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (ver

Szpila et al., 2008).

Chrysomya Robineau-Desvoidy

Em geral, as caracteristicas precisam ser melhor exploradas principalmente em outras
espécies que ainda ndao possuem descricdo, mas, algumas caracteristicas com potencial
diagnostico encontram-se no cefaloesqueleto, como a regido basal do gancho oral em barra e
sem bracos laterais (Figs. 3 E-F; 4 E-F; 5 E-F) e, com exce¢do de C. albiceps (Wiedemann) e
C. nigripes Aubertin, a presenca de estruturas hemisféricas (Figs. 4 D-E; 5 D-E) (Szpila e Villet
2011; Szpila et al., 2013; Szpila et al., 2014a; Szpila e Wallman, 2016).
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Chrysomya albiceps (Wiedemann) (Figs. 3 A-F; 12 C-D; 13 D-F; 17 B; 19 B)
(6-12 h; N=50)

Pseudocéfalo. Com dois pares de cristas orais interrompidas dorso-lateralmente.
Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Dispostos em cacho, com 1-2 fileiras de cirros
e 3-4 fileiras irregulares de dentes, dando a estrutura aspecto robusto e curvado; a regido basal
¢ ampla, apresentando um processo posterior direcionado dorsalmente (apédema); o brago
lateral ndo ¢ desenvolvido. Labro. Fracamente pigmentado, com apice estreito, pontiagudo e
com incisdo ventral apresentando uma curvatura abrupta; em vista dorsal, apresenta forma de
“v” invertido. Esclerito intermediario. Clavado; em vista ventral, com margem anterior
truncada e posterior robusta, com barra transversal apresentando abertura truncada e estreita.
Barra parastomal. Espessa, arqueada e comprida, com trés vezes o comprimento da ponte
dorsal. Ponte dorsal. Fortemente pigmentada, robusta e com apice afilado. Placa vertical.
Fortemente pigmentada e com altura e largura similares. Depressao optica. Curvada e com
abertura ampla. Corno dorsal. Robusto, com extremidade apical afilada e linha da margem
ventral fortemente pigmentada; a abertura entre os cornos dorsal e ventral um tergo maior que
a abertura da depressdo optica. Corno ventral. Ampla, duas vezes mais alta que o corno dorsal
e se estreitando no 4pice; margem dorsal fracamente pigmentada, com aspecto membranoso e
triangular; em vista ventral, o par € separado na extremidade posterior.

Segmentos toracicos. Espinhos. Fileiras de espinhos horizontais e fortemente pigmentadas;
T1 com banda de espinhos mais larga e com maior concentragdo de fileiras ventrais do que em
T2-T3; T1 apresenta 6-8 fileiras dorsais e 11-14 fileiras ventrais. Area interbandas. Lisa.
Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A2 com bandas de espinho anteriores fortemente
pigmentadas e completas, o qual em A2, essa completude ¢ discreta, apresentando poucas
fileiras de espinhos dorsais (2-4); A3 sdo anteriores e incompletas, com fileiras de espinhos
interrompidas latero-dorsalmente; A4 sdo anteriores e incompletas, interrompidas lateralmente;
AS5-A7 com bandas de espinho anteriores e incompletas, restritas ventralmente e latero-
ventralmente; em vista ventral, A2-A7 apresentam lacuna larga em relagdo ao tamanho do
cinturdo ventral de rastejamento, sendo preenchida com pequenos espinhos. Area interbandas.
Lisa.

Divisao anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos incompleta, restrita ventralmente
e latero-ventralmente, com fileiras de espinhos concentradas e com cinturdo ventral de

rastejamento; presenca de circulo de espinhos semelhantes a fios de cabelo ao redor do campo



101

espiracular. Espiraculos posteriores. Com uma unica ramificagdo bifurcada ou trifurcada;
peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado. Papilas espiraculares.
Diminutas. Papilas dorsais. Com P1 com aspecto de sensila celoconica, P2 arredondadas e P3
conicas, ambas com diminutas sensilas apicalmente. Papilas ventrais. Equidistantes, com P4
conicas, P5 arredondadas e P6 arredondadas e pouco menores em altura que as demais papilas;
P7 sao arredondadas e diminutas. Almofada anal. Arredondada, apresentando algumas fileiras
em arco e fileiras com espinhos fortemente pigmentados e concentrados em um unico ponto,

ambas acima do anus. Papilas anais. Arredondadas e proeminentes.

Comentarios. Esta espécie pode ser identificada principalmente pela forma e tamanho de
estruturas do cefaloesqueleto. C. albiceps difere de C. megacephala (Fabricius, 1794) e de C.
putoria (Wiedemann, 1830), pela auséncia de processo posterior no gancho oral direcionado
dorsalmente, pela barra parastomal retilinea, presenca de estruturas hemisféricas e regido basal
do gancho oral e barra transversal do esclerito intermediario estreitas (Szpila e Villet, 2011;
Szpila et al., 2013). As espécies C. rufifacies (Macquart, 1843) e C. albiceps apresentam
morfologia muito similar neste estddio, em particular no padrdo de espinhos e no
cefaloesqueleto (Liu e Greenberg, 1989; Queiroz et al., 1997). Estas espécies ndo podem ser
distintas utilizando a microscopia de luz, mas, através da MEV podem ser diferenciadas pela
alta densidade de espinhos filiformes na divisdo anal de C. rufifacies (Liu e Greenberg, 1989).
Em relagdo a espinulagdo, os espécimes deste estudo, assim como em outras descri¢des (Zumpt,
1965; Florez e Wolff, 2009; Szpila e Villet, 2011; Szpila et al., 2013), se distinguem de C.
megacephala e C. putoria através das bandas de espinhos anteriores em A3-A4, que sdo
completas para as duas tltimas. Em algumas descricdes as fileiras de espinhos sao discrepantes
das relatadas neste estudo, sendo citadas como completas apenas em A1l (Florez e Wolff, 2009)
ou presentes nos limites dos segmentos de C. albiceps nao explicitando quanto a completude

ou direcao dos espinhos (Queiroz et al., 1997; Mendonga et al., 2010).

Chrysomya megacephala (Fabricius) (Figs. 3 A-F; 12 E-F; 13 G-1; 17 C; 19 C)
(6-12 h; N=20)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém, com 2-4 pares de cristas orais

interrompidas dorso-lateralmente.
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Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Fortemente pigmentados, albergando dentes
organizados em cacho, com 2-3 fileiras visiveis e cirros com 1-2 fileiras; regido basal em barra
e arredondada posteriormente; entre os ganchos orais existe um par de estruturas hemisféricas,
estreitas e com extremidades pontiagudas, que em vista ventral sdo delgadas e arqueadas; o
brago lateral ndo ¢ desenvolvido. Labro. Fortemente pigmentado, com regido basal ampla e
margem dorsal curva; extremidade apical afunilada com uma uma incisdo ventral serrilhada;
em vista dorsal, apresenta forma de “v” invertido. Esclerito intermediario. Estreito e clavado;
em vista ventral, ¢ estreito e apresenta barra transversal estreita e de abertura em semicirculo.
Barra parastomal. Espessa e comprida, com aproximadamente trés vezes o comprimento da
ponte dorsal. Ponte dorsal. Estreita, arredondada e curvada em dire¢ao dorsal, apresentando
forte pigmentacdo apical. Placa vertical. Fortemente pigmentada e com altura e largura
similares. Depressdo optica. Curva e concava. Corno dorsal. Estreito, curvo em direcdao
ventral e fortemente pigmentado; a abertura entre os cornos dorsal e ventral ¢ um ter¢co maior
que a abertura da depressdo Optica. Corno ventral. Com comprimento similar ao do corno
dorsal, tem aspecto membranoso e apresenta a metade dorsal sinuosa e fracamente pigmentada;
em vista ventral, o par ¢ separado na extremidade posterior.

Segmentos toracicos. Espinhos. Fileiras fortemente pigmentadas, horizontais e concentradas;
T1 apresenta 5-8 fileiras dorsais e 6-11 fileiras ventrais; em T2 a banda de espinhos ¢
fracamente pigmentada, apresenta poucas fileiras de espinhos e ¢ menos evidente em relagao
aos demais segmentos. Area interbandas. Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A5 apresentam bandas de espinho anteriores e
completas, com espinhos fortemente pigmentados, em que AS apresenta poucas fileiras de
espinho (2-3) em relacdo aos demais segmentos; A6-A7 com bandas de espinhos anteriores e
incompletas, restritas ventralmente e latero-ventralmente; A7 com banda de espinhos
posteriores e completas, com poucas fileiras de espinhos; em vista ventral, A2-A7 apresenta
uma unica fileira de espinhos posteriores e com excecao de Al, todos os segmentos apresentam
uma lacuna larga em relagdo ao tamanho do cinturdo ventral de rastejamento, sendo preenchida
com pequenos espinhos. Area interbandas. Lisa.

Divisdo anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente, apresentando cinturdo ventral de rastejamento; presenca de
circulo completo de espinhos semelhantes a fios de cabelo ao redor do campo espiracular.
Espiraculos posteriores. Peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado;

apresentam 4-6 ramificagdes bifurcadas ou trifurcadas; eventualmente € possivel visualizar um
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par de fendas obliquas. Papilas espiraculares. Diminutas. Papilas dorsais. Equidistantes, com
P1 e P3 com aspecto de sensilas celoconicas e P2 arredondadas e curtas em relagao a P1 e P3.
Papilas ventrais. P4 arredondadas, P5 diminutas em relagdo as demais papilas e P6 conicas;
P7 arredondadas e visiveis apenas em MEV. Almofada anal. Arredondada, com poucas fileiras
de espinhos ventrais e fracamente pigmentadas, com alguns destes espinhos concentrados em

um unico ponto, acima do anus. Papilas anais. Arredondadas e proximas entre si.

Comentarios. A espécie C. megacephala pode ser diferenciada de outras Chrysomya
principalmente por caracteristicas do cefaloesqueleto e espinulacdo. Pode ser distinta de C.
albiceps devido a auséncia do par de estruturas hemisféricas nesta espécie, presenca de processo
posterior no gancho oral direcionado dorsalmente, barra parastomal arqueada e abertura estreita
no esclerito intermediario com barra transversal robusta (ver Florez e Wolff, 2009; Szpila et al.,
2013). Adicionalmente, diferencia-se de C. albiceps ¢ C. rufifacies através das bandas de
espinhos incompletas em A3-A4 (ver Liu e Greenberg, 1984; Florez ¢ Wolff, 2009; Szpila et
al., 2013), porém, de acordo com alguns autores (Sukontason et al., 2003), as espécies C.
megacephala e C. rufifacies distinguem-se melhor através das ramificagdes dos tufos
espiraculares na divisdo anal observadas através de MEV, em que os ramos sdo relativamente
finos em C. megacephala e mais largos em C. rufifacies. Diferencia-se de C. putoria através do
labro relativamente homogéneo, estreitos anteriormente e posteriormente e pela area
interbandas com cinturdo lateral de rastejamento de A1-A4 (ver Szpila e Villet, 2011; Szpila et
al., 2013). Embora uma das maneiras de identificar o estadio larval seja através do nimero de
fendas respiratdrias presentes no espiraculo anterior, € que para a maioria das espécies apenas
uma abertura esteja presente em larvas de primeiro estadio, eventualmente, é possivel observar
duas fendas em microscopia comum, como € o caso de C. megacephala e de espécies de outros
géneros. O par de fendas nesta espécie também estdo presentes nas imagens em MEV do
presente estudo e sdo relatadas por Szpila et al. (2013) e Sukontanson et al. (2003), que

descrevem que o par se aglutina ventralmente.

Chrysomya putoria (Wiedemann) (Figs. 5 A-F; 12 G-H; 13 J-L; 17 D; 19 D)
(6-12 h; N=18)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém, com dois pares de cristas orais

interrompidas dorso-lateralmente.
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Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Fortemente pigmentados, albergando dentes
dispostos em cacho, com 2-4 fileiras e 1-3 fileiras de cirros, que ddo um aspecto curvo e robusto
a estrutura; regido basal estreita e em forma de barra; entre os ganchos orais existe um par de
estruturas hemisféricas, estreita e com as extremidades pontiagudas sendo delgadas, arqueadas
¢ mais evidentes, em vista ventral; braco lateral ndo desenvolvido. Labro. Com regido basal
arredondada, margem dorsal retilinea e apice arredondado com incisao ventral concava e pouco
evidente; em vista dorsal, apresenta forma de “v” invertido. Esclerito intermediario. Clavado;
em vista ventral, é robusta, apresentando margem posterior concava, com barra transversal
estreita e abertura truncada ¢ estreita. Barra parastomal. Retilinea, mais espessa na regiao
mediana e com aproximadamente trés vezes o comprimento da ponte dorsal. Ponte dorsal.
Afilada e fracamente pigmentada. Placa vertical. Fortemente pigmentada na regido mediana e
com altura e largura similares. Depressao optica. Curva e concava. Corno dorsal. Afilado,
curvo em direcdo ventral e fracamente pigmentado; a abertura entre os cornos dorsal e ventral
¢ dois ter¢os maior que a abertura da depressdo optica. Corno ventral. Com comprimento
similar ao do corno dorsal, apresenta o terco inicial fortemente pigmentado; a metade dorsal ¢
ondulada e membranosa; em vista ventral, o par ¢ separado na extremidade posterior.
Segmentos toracicos. Espinhos. Fileiras horizontais de espinhos, fortemente pigmentadas e
dispersas; T1 com 5-8 fileiras dorsais e 7-11 fileiras ventrais, apresentando banda de espinhos
mais largas e com fileiras mais concentradas em relagio a T2-T3. Area interbandas. Lisa.
Segmentos abdominais. Espinhos. As bandas de espinhos de Al-A5 sdo anteriores e
completas, com espinhos fortemente pigmentados nos quatro primeiros e fracamente
pigmentados em A5, apresentando poucas fileiras dorsais (1-2); A6 com bandas de espinho
anteriores e incompletas, com fileiras restritas ventralmente e latero-ventralmente; A7 apresenta
banda de espinhos anteriores e incompletas, restritas ventralmente e latero-ventralmente e
banda de espinhos posteriores e completas; em vista ventral, os espinhos centrais sdo fortemente
pigmentados e A2-A7 apresentam uma Unica fileira de espinhos posteriores e uma lacuna larga
em relacdo ao tamanho do cinturdo ventral de rastejamento, sendo preenchida gradualmente
com espinhos diminutos. Area interbandas. As margens posteriores dos segmentos A1-A5
apresentam cinturdo lateral de rastejamento, sendo os conjuntos de espinhos pouco evidentes
em A4-AS.

Divisao anal (vista posterior). Espinhos. A banda de espinhos ¢ anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente, com cinturao ventral de rastejamento; presenca de circulo

completo de espinhos semelhantes a fios de cabelo ao redor do campo espiracular. Espiraculos
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posteriores. Peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado; apresentam 1-
3 ramificag¢des bifurcadas ou trifurcadas. Papilas espiraculares. Diminutas. Papilas dorsais.
Equidistantes, com P1 conicas e maiores em relacdo as demais papilas; P3 conicas e P2
diminutas e arredondadas. Papilas ventrais. P4 arredondadas, mais curtas que as demais
papilas e proximas de P5; P5-P6 com aspecto de sensilas celoconicas; P7 arredondadas e
diminutas. Almofada anal. Arredondada, com fileira de espinhos fracamente pigmentadas
distribuidas em arco e com espinhos concentrados em um unico ponto acima do anus. Papilas

anais. Arredondadas.

Comentarios. C. putoria pode ser distinta de outras espécies de Chrysomya neotropicais de
importancia forense, principalmente por caracteristicas do cefaloesqueleto e area interbandas.
Esta espécie difere de C. megacephala, devido ao labro estreito anteriormente e amplo
posteriormente e de C. albiceps por apresentar regido basal do gancho oral e barra transversal
do esclerito intermediario robustas, além do processo posterior no gancho oral direcionado
dorsalmente. Adicionalmente, C. putoria pode ser distinta pela area interbandas nos segmentos
A1-A4 lisas em C. megacephala e C. albiceps e pela incompletude das bandas de espinho em
A3-Ad4 em C. albiceps e em C. rufifacies (ver Florez e Wolff, 2009; Szpila e Villet, 2011; Szpila
et al., 2013). A espinulacdo em alguns dos segmentos abdominais em C. putoria ainda ¢ um
caracter controverso e com descri¢des variaveis no que diz respeito a sua completude e a direcao
de suas fileiras de espinhos. Similar a outras descri¢des (ver Erzinglioglu, 1984; Szpila e Villet,
2011), os espécimes deste estudo apresentam banda de espinhos completas em A5, enquanto
que em outros estudos elas sdo incompletas (ver Greenberg e Szyska, 1984, descritas a partir

de C. chloropyga putoria) ou sem defini¢do explicita (Mendonga et al., 2012).

Cochliomyia Townsend

As descri¢des existentes para este grupo contempla duas das quatro espécies
pertencentes a ele e, at¢é o momento, ndo foram encontradas caracteristicas exclusivas que
pudessem defini-lo. Embora Mendonga et al. (2014) tenha sugerido que um par de fendas
presentes nos espiraculos posteriores pudesse ser um caracter exclusivo deste grupo, visto que
estdo presentes nas espécies C. macellaria (Fabricius) (Mendonga et al., 2014) e C. hominivorax
(Coquerel) (Leite e Guevara, 1993; Szpila et al., 2014), o presente estudo e outras descrigdes

relatam ou fotodocumentam estas fendas em espécies de outros géneros como Chrysomya (ver
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Sukontanson et al., 2003) e Lucilia Robineau-Desvoidy (ver Tao, 1927; Knipling, 1936; Szpila
etal., 2012).

Cochliomyia hominivorax (Coquerel) (Figs. 6 A-F; 12 I-J; 13 M-O; 17 E; 19 E)
(6-12 h; N=10)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, mas, com um par de cristas orais terminando
na metade lateral.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Robustos, fortemente pigmentados, curvados
e dispostos em cacho, albergando 3-4 fileiras de dentes robustos e 1-2 fileiras de cirros; regido
basal robusta e em barra, de onde parte um brago lateral filiforme. Labro. Triangular e
fracamente pigmentado, com margem dorsal retilinea e apice afilado e sem incisdo ventral; ¢
aproximadamente um ter¢o mais curto em comprimento do que o gancho oral e em vista dorsal
tem forma de “v” invertido. Esclerito intermediario. Robusto, fortemente pigmentado e
clavado; em vista ventral, ¢ fracamente pigmentado com margem posterior concava e com barra
transversal robusta e de abertura truncada e estreita. Barra parastomal. Retilinea, espessa ¢
aproximadamente trés vezes mais longa que o esclerito intermediario. Ponte dorsal. Nao
pigmentada. Placa vertical. Fortemente pigmentada e com altura e largura similares.
Depressao optica. Curva e concava. Corno dorsal. Afilado, com margem ventral fortemente
pigmentada; a abertura entre os cornos dorsal e ventral € concava e estreita em relagdo a forma
da depressao Optica. Corno ventral. Com comprimento similar ao do corno dorsal, apresenta
metade dorsal ampla e membranosa, com pigmentacao fraca; em vista ventral, ha uma estrutura
em forma de arco fracamente pigmentada, unindo as duas extremidades do corno ventral.
Segmentos toracicos. Espinhos. Evidentes, fortemente pigmentados, de pontas tnicas e em
forma de gancho; T1 com 4-6 fileiras dorsais e 7-11 fileiras ventrais, apresentando uma banda
de espinhos mais larga e com fileiras mais concentradas em relagio a T2-T3. Area
interbandas. Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A5 com bandas de espinho fortemente pigmentados,
anteriores e completas; A6 com banda de espinhos anterior e incompleta, interrompidas
dorsalmente; A7 anterior e incompleta, restritas ventralmente e latero-ventralmente; em vista
ventral, A1-A7 apresentam uma unica fileira de espinhos diminutos e posteriores; todos os

segmentos, exceto Al, apresentam lacuna larga em relacdo ao tamanho do cinturdo ventral de
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rastejamento e lisa. Area interbandas. A1-A6 apresentam cinturdo lateral de rastejamento nas
margens posteriores, com conjuntos de espinhos concentrados e diminutos.

Divisdo anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente; apresenta cinturdo ventral de rastejamento. Espiraculos
posteriores. Peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado; apresenta um
par de ramificagdes bifurcadas e trifurcadas e, eventualmente, ¢ possivel observar um par de
fendas. Papilas espiraculares. Rudimentares. Papilas dorsais. Equidistantes, com P1-P3
diminutas e arredondadas. Papilas ventrais. Equidistantes, com P4-P6 arredondadas, em que
P6 na maioria das vezes ndo sdo visiveis em microscopia comum; P7 ndo sdo visiveis.
Almofada anal. Arredondada, proeminente e com fileiras de espinhos fortemente pigmentadas,
os quais alguns espinhos sdo concentrados em um unico ponto, acima do anus. Papilas anais.

Longas, globosas e proeminentes.

Comentarios. Esta espécie pode ser identificada especialmente por estruturas do
cefaloesqueleto como o labro, arco do corno ventral, ponte dorsal e pela espinulagdo. E similar
a C. macellaria a primeira vista, mas, C. macellaria apresenta ponte dorsal pigmentada, cornos
ventrais separados em vista ventral e apresenta labro com cerca de metade do comprimento do
gancho oral e incisdo ventral aparente, diferente do descrito em C. hominivorax (ver Laake et
al., 1936; Greenberg e Szyska, 1984). A caracteriza¢do da ponte dorsal em C. hominivorax
como ndo pigmentada ou se ela ¢ efetivamente ausente ainda estd em discussdo (ver Szpila et
al., 2014a), porém os autores deste estudo acreditam que a estrutura estd presente e ¢
transparente, uma vez que a presenc¢a dela € notavel nas dissec¢des. O arco unindo os cornos
ventrais em C. hominivorax também foram relatadas e ilustradas por Laake et al. (1936). Em
relacdo a espinulacdo, em C. macellaria, a é4rea interbandas em A6 ¢ lisa e as bandas de
espinhos apresentam espinhos menores, mais delgados e fracamente pigmentados em relagao
aos de C. hominivorax (Tao, 1927; Laake et al., 1936; Liu e Greenberg, 1984; Florez e Wolff,
2009; Mendonga et al., 2014). Ainda sobre a espinulacdo, o preenchimento ou nio da lacuna
entre o cinturdo lateral de rastejamento e as bandas ventrais nos segmentos abdominais de C.
hominivorax, parece variar em diferentes estudos. No presente estudo e em Szpila et al. (2014a)
estas lacunas sdo lisas, mas, nas MEV em Leite e Guevara (1993) elas sdo claramente
preenchidas por espinhos diminutos, tornando necessarios estudos que explorem melhor esta

caracteristica em outras populacdes.
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Cochliomyia macellaria (Fabricius) (Figs. 7 A-F; 14 A-B; 15 A-C; 17 F; 19 F)
(6-12 h; N=35)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém, com dois pares de cristas orais
terminando dorso-lateralmente.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Robustos, fortemente pigmentados, dispostos
em cacho e albergando 2-4 fileiras de dentes e 1-2 fileiras de cirros; regido basal em forma de
barra e arredondada posteriormente, de onde parte um braco lateral delgado. Labro.
Fracamente pigmentado, com 4pice arredondado e incisdo ventral concava; apresenta cerca de
metade do comprimento do gancho oral; em vista dorsal, tem forma de “Y” invertido. Esclerito
intermediario. Estreito e clavado; em vista ventral apresenta margem posterior concava com
barra transversal estreita e abertura curva. Barra parastomal. Espessa, retilinea e fortemente
pigmentada, com duas vezes o comprimento da ponte dorsal. Ponte dorsal. Robusta, afilada
apicalmente e fracamente pigmentada. Placa vertical. Fortemente pigmentada e com altura e
largura similares. Depressao optica. Curva e concava. Corno dorsal. Amplo, se estreitando
no apice e curvo em direcdo ventral; a abertura entre os cornos dorsal e ventral ¢
aproximadamente o dobro do tamanho da abertura da depressao optica. Corno ventral. Com
comprimento similar ao do corno dorsal, apresenta metade dorsal membranosa e fracamente
pigmentada; em vista ventral, o par ¢ separado na extremidade posterior.

Segmentos toracicos. Espinhos. Dispersos, de pontas Unicas e em forma de gancho; T1
apresenta 4-7 fileiras dorsais e 9-12 fileiras ventrais com banda de espinhos mais larga e
fortemente pigmentada em relacdo a T2-T3; T2 com poucas fileiras de espinho (2-3) e
fracamente pigmentadas. Area interbandas. Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A5 com bandas de espinho anteriores e completas, em
que A5 apresenta fileiras de espinhos fracamente pigmentadas; A6 com bandas de espinho
anteriores e incompletas, interrompidas dorsalmente; A7 com bandas de espinho anteriores e
incompletas, restritas ventralmente e latero-ventralmente; em vista ventral, A1-A7 apresentam
uma unica fileira de espinhos diminutos e posteriores e todos os segmentos, exceto Al,
apresentam lacuna larga em relagdo ao tamanho do cinturdo ventral de rastejamento e lisa. Area
interbandas. Margens posteriores de A1-A4 com cinturdo lateral de rastejamento apresentando
conjuntos de espinhos diminutos; os espinhos em AS podem apresentar ou nao cinturdo lateral

de rastejamento.
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Divisao anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente, com poucas fileiras de espinhos diminutos; apresenta
espinhos semelhantes a fios de cabelo na regido ventral do campo espiracular e cinturdo ventral
de rastejamento. Espiraculos posteriores. Peritrema em forma de “m”, incompleto e
fracamente pigmentado; apresenta 2-4 ramificacdes bifurcadas ou trifurcadas e um par de
fendas internas. Papilas espiraculares. Diminutas. Papilas dorsais. P1 ¢ P3 arredondadas,
com aspecto de sensilas celoconicas ¢ P2 ndo desenvolvidas. Papilas ventrais. P4 ¢ P5
arredondadas e maiores que as demais papilas, P6 ndo desenvolvidas e P7 arredondadas e muito
menores em relagio as demais papilas. Almofada anal. E arredondada, proeminente ¢ com
depressdo ventral; apresentam fileiras de espinhos fortemente pigmentados, concentrados e

limitando-se em um unico ponto acima do anus. Papilas anais. Arredondadas e proeminentes.

Comentarios. Esta espécie ¢ muito similar a C. hominivorax, mas pode ser identificada através
de estruturas do cefaloesqueleto e pela espinulacao. Diferente de C. macellaria, a espécie C.
hominivorax, ndo apresenta ponte dorsal pigmentada, em vista ventral possui arco posterior que
une os cornos ventrais e o labro € triangular e afilado anteriormente, com comprimento cerca
de um terco menor que o gancho oral (ver Laake et al., 1936; Szpila et al., 2014a).
Adicionalmente, a interrupcao das cristas orais, embora de dificil visualizacdo, pode ser um
caracter util para distinguir ambas as espécies uma vez que as cristas sdo interrompidas na
metade lateral de C. hominivorax, também descrito por Szpila et al., 2014a. Em relagdo a
espinulacdao, C. hominivorax apresenta cinturdo lateral de rastejamento em A6 e bandas de
espinhos com espinhos dispersos, robustos e evidentes, caracteristicas que sdo opostas em C.
macellaria (ver Laake et al., 1936; Leite e Guevara, 1993; Szpila et al., 2014a). Em C.
macellaria, ocorre uma discrepancia em relagdo a completude da banda de espinhos em A6,
que ¢ descrita como completa em alguns espécimes em Liu e Greenberg (1984), mas nos
espécimes avaliados neste estudo ela sempre esteve incompleta, como em Florez e Wolff,

(2009).

Lucilia Robineau-Desvoidy

Uma caracteristica que aparenta estar presente em todas as Lucilia ¢ a extensao posterior
no labro em forma de corcova, localizada no cefaloesqueleto (Fig. 8 E, 9 E). Apesar de grande
parte das descrigdes existentes para larvas de primeiro estadio deste grupo nao relate a presenca

desta estrutura, com excec¢ao de Szpila et al. (2012) e do presente estudo, ela aparece em
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algumas das ilustragdes e em esquemas (Knipling, 1936; Zumpt, 1965; Greenberg e Szyska,
1984; Liu e Greenberg, 1989; Szpila et al., 2008). Embora Szpila et al. (2012) tenha ressaltado
esta estrutura como caracter potencialmente exclusivo neste grupo, ela deve ser melhor revisada
em espécies de outros grupos como Hemilucilia, visto que nas ilustragdes do cefaloesqueleto
de H. segmentaria em Florez e Wolff (2009) ¢ possivel visualizar uma estrutura similar, mas,

ela ndo foi relatada em suas descrigoes.

Lucilia cuprina (Wiedemann) (Figs. 8 A-F; 14 C-D; 15 D-F; 18 A; 20 A)
(6-12 h; N=40)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém com dois pares de cristas orais
terminando dorso-lateralmente.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Delgados e fracamente pigmentados com 2-3
fileiras de dentes e 1-2 fileiras de cirros, que ddo a estrutura aspecto curvado; regidao basal em
barra e estreita, de onde parte um brago lateral robusto. Labro. Amplo, com metade anterior
arredondada e metade posterior ligeiramente afunilada, apresentando uma extensao em corcova
que se une a barra parastomal; em vista dorsal, ¢ em forma de “v” invertido. Esclerito
intermediario. Clavado e curvo; em vista ventral, apresenta margem posterior concava e com
barra transversal robusta de abertura truncada e estreita. Barra parastomal. Delgada, voltada
dorsalmente, fracamente pigmentada e duas vezes mais longa que a ponte dorsal. Ponte dorsal.
Direcionada dorsalmente, ¢ estreita e com apice afilado. Placa vertical. Duas vezes mais alta
do que larga e fortemente pigmentada. Depressao éptica. Curva, mas em alguns espécimes
pode apresentar margens retilineas. Corno dorsal. Com épice alargado e arredondado e com
abertura entre os cornos dorsal e ventral dois ter¢os maior que o tamanho da abertura da
depressao oOptica. Corno ventral. Com comprimento pouco maior que o do corno dorsal, ¢
fortemente pigmentada e robusta, estreitando-se apicalmente; em vista ventral, o par € separado
na extremidade posterior.

Segmentos toracicos. Espinhos. Fileiras de espinhos horizontais e fracamente pigmentadas;
T1 apresenta 4-5 fileiras dorsais e 7-10 fileiras ventrais, com banda de espinhos mais larga e
com mais fileiras ventrais do que T2-T3; T2 apresenta fileiras com fraca pigmentagdo e poucas
fileiras visiveis (2-3). Area interbandas. Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A3 com bandas de espinho anteriores e completas e

com espinhos fracamente pigmentados; A4 com banda de espinhos anteriores interrompidas
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dorsalmente e AS5-A6 anteriores e incompletas, sendo restritas ventralmente e lateralmente; A7
com bandas de espinhos anteriores restritas ventralmente e latero-ventralmente e com banda de
espinhos posteriores € completas; as fileiras de espinhos dos segmentos A5-A7 sdo pouco
evidentes devido a fraca pigmentacdo e ao nuimero de fileiras reduzidos lateralmente e
dorsalmente (2-3); em vista ventral, A3-A7 apresenta uma Unica fileira de espinhos posteriores
e todos os segmentos, exceto Al, apresentam lacuna larga em relagdo ao tamanho do cinturao
ventral de rastejamento e preenchida com espinhos diminutos. Area interbandas. Lisa.

Divisdo anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente, com fileiras de espinhos fracamente pigmentadas e
concentradas ventralmente, apresentando cinturdo ventral de rastejamento; apresenta circulo
completo de espinhos semelhantes a fios de cabelo, ao redor do campo espiracular. Espiraculos
posteriores. Peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado; apresentam 3-
4 ramificagdes bifurcadas ou trifurcadas. Papilas espiraculares. Diminutas. Papilas dorsais.
Com P2 diminutas e arredondadas, e P1 e P3 conicas, similares a sensilas celoconicas. Papilas
ventrais. Com P4 e P6 diminutas e arredondadas, P5 conicas e P7 cOnicas e diminutas em
relagdo as demais papilas. Almofada anal. E arredondada, com espinhos fracamente
pigmentados concentrados em um uUnico ponto central, acima do anus. Papilas anais.

Globosas.

Comentarios. L. cuprina ¢ morfologicamente muito similar a outras espécies neotropicais
descritas, mas, pode ser distinta delas principalmente por caracteristicas do cefaloesqueleto,
como o labro e o corno dorsal e pelo padrdo de espinhos dos segmentos abdominais. Em L.
sericata (Meigen) (ver ilustragdes de Tao, 1927 e Liu e Greenberg, 1989; Szpila et al., 2012),
L. eximia (Wiedemann) (ver ilustracdes de Greenberg e Szyska, 1984 e Florez e Wolft, 2009),
L. mexicana Macquart (ilustracdes de Knipling, 1936) e L. ibis Shannon (ver ilustragdes de
Greenberg e Szyska, 1984) o &pice do labro ¢ afilado e geralmente apresenta incisdo ventral
abrupta, muito distinto da porcao basal, diferindo do descrito para L. cuprina. Adicionalmente,
todas as espécies citadas apresentam extremidade apical do corno dorsal afilada diferindo de L.
cuprina (ver Knipling, 1936; Greenberg e Szyska, 1984; Florez ¢ Wolff, 2009; Szpila et al.,
2012). Em relacdo a espinulacdo, L. sericata apresenta banda posterior de espinhos em A7
interrompida na superficie dorsal (ver Szpila et al., 2012), enquanto em L. eximia esta banda ¢
presente dorsalmente e lateralmente, sendo interrompida lateralmente (Greeberg e Szyska,

1984), ambas distintas de L. cuprina. As espécies L. ibis e L. mexicana, apresentam bandas de
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espinho anteriores e completas no segmento A4, e L. mexicana ¢ L. eximia tem espinhos dorsais
em A6-A7 (ver Knipling, 1936; Greeberg e Szyska, 1984), espinhos que sdo respectivamente
incompletos e ausentes em L. cuprina. Algumas discrepancias, em particular na espinulagao
dos espécimes de L. cuprina, merecem destaque. Nos espécimes avaliados neste estudo, as
bandas de espinho sdo descritas como completas em T1-A3, correspondendo a algumas
descrigoes (ver Knipling, 1936; Szpila et al., 2012), porém difere do descrito em Greeberg e
Szyska (1984) em que as bandas de espinho sdo completas de T1-A4. A banda posterior de
espinhos em A7 também apresenta discrepancias, sendo descrita como completa em Zumpt
(1965), Szpila et al. (2012) e no presente estudo, mas, incompletas em Tao (1927), limitadas
dorsalmente em Knipling (1936) ou presentes ao longo da margem posterior em Greenberg e
Szyska (1984). A presenga de grupos de espinhos posteriores dorsais adicionais relatada para

esta espécie por Szpila et al. (2012), ndo foi visualizada nos espécimes do presente estudo.

Lucilia eximia (Wiedemann) (Figs. 9 A-F; 14 E-F; 15 G-1; 18 B; 20 B)
(6-12 h; N=30)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém, com dois pares de cristas orais
terminando dorso-lateralmente.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Delgados, fracamente pigmentados e
albergando 1-2 fileiras de dentes e 2-3 fileiras de cirros; regido basal delgada, de onde parte um
braco lateral filiforme. Labro. Fracamente pigmentado e apice com incisdo ventral concava;
regido posterior afunilada e apresentando uma extensdo em corcova que se une a barra
parastomal; em vista dorsal, ¢ em forma de “v” invertido. Esclerito intermediario. Fortemente
pigmentado e clavado com regido anterior voltada para baixo; em vista ventral, apresenta bragos
laterais robustos e margem posterior concava com barra transversal robusta e abertura truncada
e estreita. Barra parastomal. Fortemente pigmentada, delgada e cerca de trés vezes maior que
a ponte dorsal. Ponte dorsal. Robusta, com &pice afilado e fortemente pigmentado. Placa
vertical. Duas vezes mais alta do que comprida e fortemente pigmentada na regido mediana.
Depressao optica. Curva e concava. Corno dorsal. Curvo, com margem dorsal fracamente
pigmentada e apice afilado; a abertura entre os cornos dorsal e ventral tem tamanho similar a
abertura da depressdo Optica. Corno ventral. Com comprimento similar ao do corno dorsal, ¢
robusto e se estreita em dire¢do apical; em vista ventral, o par ¢ separado na extremidade

posterior.
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Segmentos toracicos. Espinhos. Fracamente pigmentados e T1 apresentando 4-7 fileiras
dorsais e 8-12 fileiras ventrais, com banda de espinhos mais largas e com mais fileiras ventrais
de espinhos que em T2-T3; T2-T3 com espinhos concentrados dorsalmente. Area interbandas.
Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A3 com bandas de espinho anteriores € completas; A4
com bandas de espinhos anteriores e incompletas, com poucas fileiras (1-2) e interrompidas
latero-dorsalmente; A5 com bandas de espinhos anteriores e posteriores incompletas, com
fileiras pigmentadas interrompidas dorsalmente e latero-dorsalmente respectivamente; as
fileiras posteriores sdo de dificil visualizacdo devido a fraca pigmentagdo dos espinhos; A6
anteriores ¢ completas, raramente sdo incompletas, sendo restritas ventralmente e latero-
ventralmente; A5-A6 podem apresentar fileiras de espinhos dorsais ndo pigmentadas; A7 com
banda de espinhos anteriores e posteriores completas; em vista ventral, A3-A7 apresentam uma
unica fileira de espinhos posteriores e todos os segmentos, exceto A1, possuem cinturdo ventral
de rastejamento, com lacuna larga em relacdo ao tamanho do cinturdo ventral de rastejamento
e preenchida com espinhos diminutos. Area interbandas. Lisa.

Divisao anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos anteriores e incompletas, restrita
ventralmente e latero-ventralmente com fileiras de espinhos fracamente pigmentadas,
concentradas e com cinturdo ventral de rastejamento; presenca de circulo completo de espinhos
semelhantes a fios de cabelo, ao redor do campo espiracular. Espiraculos posteriores.
Peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado; apresenta 1-2 ramificagdes
bifurcadas ou trifurcadas; Papilas espiraculares. Diminutas. Papilas dorsais. Com P1 com
aspecto de sensilas celoconicas e diminutas e P2-P3 arredondadas. Papilas ventrais. P4 curtas
e arredondadas, P5 com aspecto de sensilas celoconicas, P6 e P7 arredondadas e ndo evidentes.
Almofada anal. E arredondada, com fileiras de espinhos fracamente pigmentados e
concentrados em um unico ponto, acima do anus. Papilas anais. Arredondadas e curvadas para

baixo.

Comentarios. A espécie L. eximia ¢ muito similar a outras espécies de Lucilia, mas, pode ser
distinta através de caracteristicas do cefaloesqueleto, como o labro e a espinulacdo dos
segmentos abdominais. Pode ser distinta de L. cuprina através do labro, cujo apice ¢
arredondado e homogéneo em relagdo a regiao basal (ver Greenberg e Szyska, 1984; Szpila et
al., 2012) e também devido a extremidade apical do corno dorsal alargada, e da banda de

espinhos em A7 que ¢ completa em L. cuprina (ver Greenberg e Szyska, 1984; Szpila et al.,



114

2012). Em L. sericata a diferenca estd no esclerito intermedidrio estreito anterior e
posteriormente e pela banda de espinhos posterior de A7 interrompida dorsalmente (Szpila et
al., 2012). Entre L. mexicana e de L. ibis ¢ distinta especialmente pela espinulagdo em A4, que
¢ completa para ambas, mas incompleta em L. eximia (ver Knipling, 1936; Greenberg e Szyska,
1984). Das descricdes existentes para o primeiro estadio de L. eximia (ver Greenberg e Szyska,
1984; Florez e Wolff, 2009) caracteres como a espinulacdo dos segmentos abdominais podem
variar. Greenberg e Szyska (1984) destacam que as vezes as bandas de espinho em A3 sdo
incompletas, enquanto que em Florez e Wolff (2009) e no presente estudo elas foram sempre
completas. Adicionalmente, algumas fileiras fracas de espinhos dorsais os segmentos A4-A7
foram relatadas no presente estudo (fileiras transparentes) e em Greenberg e Szyska (1984),

porém nao foram mencionadas nas descrigdes de Florez e Wolff (2009).

Hemilucilia Brauer

Existem poucas descri¢des para primeiro estadio de espécies pertencentes a este grupo
e dentre estas descri¢des as espécies H. semidiaphana (Rondani) e H. segmentaria (Fabricius)
sdo contempladas (Greenberg e Szyska, 1984; Thyssen e Linhares, 2007; Florez e Wolff, 2009).
Até o momento ndo ha caracteres exclusivos para este grupo, porém, apresentam bandas de
espinhos de A3-A7 sempre incompletas (Fig 10 A-B), e embora este caracter seja
compartilhado por outras espécies como C. albiceps (Fig. 3 A-B), ¢ um caracter em comum

para as Hemilucilia.

Hemilucilia semidiaphana (Rondani) (Figs. 10 A-F; 14 G-H; 15 J-L; 18 C; 20 C)
(6-12 h; N=30)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém, com dois pares de cristas orais
terminando dorso-lateralmente.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Fortemente pigmentados, curvados e com 1-
2 fileiras de dentes e 3-4 fileiras de cirros, robustos € em forma de gancho; regido basal em
barra, de onde parte um brago lateral robusto, longo e afilado. Labro. Fracamente pigmentado,
estreito e apice com incisao ventral acentuada e dentada; margem posterior com uma extensao
retilinea; em vista dorsal, ¢ em forma de “Y” invertido. Esclerito intermediario. Fortemente
pigmentado, clavado e curvo para baixo; em vista ventral, apresenta margem posterior concava

e com barra transversal robusta e abertura truncada e estreita. Barra parastomal. Retilinea,
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fortemente pigmentada, com duas vezes o tamanho da ponte dorsal e regido mediana espessa.
Ponte dorsal. Fracamente pigmentada, estreita e afilada apicalmente. Placa vertical. Com
altura duas vezes maior que a largura e fracamente pigmentada. Depressao optica. Curva e
concava. Corno dorsal. Fracamente pigmentado e se estreitando em dire¢do apical, o tamanho
da abertura entre os cornos dorsal e ventral ¢ similar ao tamanho da abertura da depressao
optica. Corno ventral. Com comprimento pouco maior que o corno dorsal, ¢ fracamente
pigmentada e pode apresentar ou nao margem dorsal com aspecto membranoso; em vista
ventral, o par ¢ separado na extremidade posterior.

Segmentos toracicos. Espinhos. Fileiras de espinhos horizontais e fortemente pigmentadas;
T1 com 4-7 fileiras dorsais e 8-12 fileiras ventrais apresentando banda de espinhos mais larga
e fortemente pigmentada em relagio a T2-T3. Area interbandas. Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1 com bandas de espinho anteriores e completas; A2 com
bandas anteriores e incompletas, interrompidas dorsalmente, com espinhos fracamente
pigmentados dorsalmente; A3-A7 com bandas de espinho anteriores restritas ventralmente e
latero-ventralmente; A7 apresenta banda de espinhos posteriores completas, com 2-3 fileiras
circundantes com fraca pigmentagdo lateral; em vista ventral, A2-A7 apresentam uma Unica
fileira de espinhos possivelmente posteriores e apresentam cinturdo ventral de rastejamento,
com lacuna larga em relagdo ao tamanho do cinturdo ventral de rastejamento e preenchida com
espinhos diminutos. Area interbandas. Lisa.

Divisao anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinhos anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente, com fileiras de espinhos fortemente pigmentadas e
concentradas, apresentando cinturdo ventral de rastejamento; circulo de espinhos semelhantes
a fios de cabelo ao redor do campo espiracular. Espirdculos posteriores. Peritrema em forma
de “m”, incompleto e fracamente pigmentado; com 3 ramificagdes bifurcadas ou trifurcadas e
um par de fendas cada. Papilas espiraculares. Diminutas. Papilas dorsais. Com P1 e P3
diminutas e arredondadas, P2 com aspecto de sensilas celocOnicas. Papilas ventrais. Com P4-
P6 curtas e arredondadas, P7 diminutas e arredondadas. Almofada anal. E arredondada e
apresenta fileiras de espinhos ventrais fracamente pigmentadas distribuidos em “v”, além de
espinhos concentrados centralmente, restritos acima do anus. Papilas anais. Proeminentes e

com apice arredondado.

Comentarios. Esta espécie pode ser diferenciada de espécies de outros géneros por

caracteristicas do cefaloesqueleto e pelo padrao das bandas de espinhos. Ambas as espécies sao
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distintas através da mandibula do gancho oral pouco evidente em H. segmentaria e labro
estreito com margem anterior sem incisao ventral abrupta, diferindo do descrito para H.
semidiaphana (Greenberg e Szyska, 1984). Em relacao ao padrao de espinulagao, as descrigdes
variam em alguns segmentos para H. segmentaria, sendo interrompida dorsalmente em A2
(Thyssen e Linhares, 2007), completa em A2 (Greenberg e Szyska, 1984) ou pode ser completa
ou incompleta (Florez ¢ Wolff, 2009), caracter que ndo a torna distinguivel de H. semidiaphana
em que este segmento € sempre incompleto (ver Greenberg e Szyska, 1984; Florez e Wolff,
2009). Adicionalmente, as descrigdes existentes nao mencionam a banda de espinhos posterior
em A7, porém, os espécimes de H. semidiaphana avaliados no presente estudo, apresentam esta
banda completa. E possivel presumir que a banda de espinhos posterior em A7 para H.
semidiaphana tenha sido associada a divisdo anal (segmento 12), mas ainda assim, as descri¢des
as definem como restritas latero dorsalmente (Greenberg e Szyska, 1984) ou incompletas

(Florez e Wolff, 2009), diferindo do relatado no presente estudo.

Sarconesia Bigot

Existem descri¢des de larvas de primeiro estadio para poucas espécies de Sarconesia
(Greenberg e Szyska, 1984; Bonatto e Carvalho, 1996) e até o momento ndo existem caracteres
exclusivos para determinar este grupo. Apesar disso, caracteres como a extremidade apical do
corno ventral estreita lembrando um fio (ilustragdes de Greenberg e Szyska, 1984; Bonatto e

Carvalho, 1996) sdo potenciais e necessitam melhor avaliagdo.

Sarconesia chlorogaster (Wiedemann) (Figs. 11 A-F; 14 I-J; 15 M-O; 18 D; 20 D)
(6-12 h; N=10)

Pseudocéfalo. Como descrito nos aspectos gerais, porém, com dois pares de cristas orais
terminando em na metade lateral.

Cefaloesqueleto (vista lateral). Ganchos orais. Fortemente pigmentados, delgados e com
apice curvo, albergando 3-4 fileiras de dentes e 1-2 fileiras de cirros; regido basal estreita e em
barra, de onde parte um braco lateral delgado e com 4pice arredondado. Labro. Estreito,
apresenta comprimento similar ao do gancho oral e apice apresentando incisdo ventral; em vista
dorsal, € em forma de “v” invertido. Esclerito intermediario. Fortemente pigmentado, estreito
e clavado; em vista ventral, com margem posterior concava e barra transversal robusta com

abertura semicircular. Barra parastomal. Fortemente pigmentada, retilinea e
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aproximadamente trés vezes maior que a ponte dorsal. Ponte dorsal. Estreita, com apice
afilado e fortemente pigmentado. Placa vertical. Estreita, fortemente pigmentada e duas vezes
mais alta do que longa. Depressao optica. Com margens retilineas ou curvilineas. Corno
dorsal. Fortemente pigmentado, estreito, longo e com épice afilado; a abertura entre os cornos
dorsal e ventral ¢ similar ao tamanho da abertura da depressao Optica. Corno ventral. Com
comprimento similar ou pouco maior que a do corno dorsal, ¢ fortemente pigmentada e curvada
para cima; a extremidade apical ¢ estreita e similar a um fio; em vista ventral, o par € unido na
extremidade posterior por uma estrutura em arco e com fraca pigmentacao.

Segmentos toracicos. Espinhos. Fileiras de espinhos horizontais e fortemente pigmentados;
T1 com 5-7 fileiras dorsais e 8-12 fileiras ventrais apresentando espinhos diminutos, agrupados
e banda de espinhos mais larga em relagiio a T2-T3. Area interbandas. Lisa.

Segmentos abdominais. Espinhos. A1-A4 com bandas de espinho anteriores e completas, em
alguns espécimes A4 ¢ interrompida dorsalmente; AS com bandas de espinho anteriores e
incompletas, interrompidas dorsalmente; A6 anteriores e incompletas, interrompidas dorso-
lateralmente; em A4-A6 as fileiras dorsais sdo fracamente pigmentadas; A7 com bandas de
espinho anteriores ¢ completas e bandas de espinhos posteriores e completas;

em vista ventral, hd uma Unica fileira de espinhos posteriores em todos os segmentos € com
excecdo de Al, os segmentos apresentam cinturdo ventral de rastejamento, com uma lacuna
curta em relagdo ao tamanho do cinturdo ventral de rastejamento, sendo preenchido com
minusculos espinhos. Area interbandas. Lisa.

Divisdo anal (vista posterior). Espinhos. Banda de espinho anterior e incompleta, restrita
ventralmente e latero-ventralmente com fileiras de espinhos dispersas e fracamente
pigmentadas e cinturdo ventral de rastejamento com espinhos mais concentrados; presenca de
circulo completo espinhos semelhantes a fios de cabelo, ao redor do campo espiracular.
Espiraculos posteriores. Peritrema em forma de “m”, incompleto e fracamente pigmentado;
cada espiraculo apresenta 3 ramificagcdes bifurcadas ou trifurcadas. Papilas espiraculares.
Diminutas. Papilas dorsais. Com P1 e P3 com aspecto de sensilas celocOnicas e P2
arredondadas. Papilas ventrais. P4 e P6 arredondadas e PS5 conicas e longas em relagdo as
demais papilas; P7 arredondadas e diminutas. Almofada anal. Arredondada, com fileiras de
espinhos fracamente pigmentados e concentrados centralmente, acima do anus. Papila anal.

Arredondadas e proeminentes.
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Comentarios. Caracteres que diferem esta espécie de outras Sarcomnesia concentram-se
especialmente em estruturas do cefaloesqueleto. Dentre as descricdes existentes apenas S.
chlorogaster ¢ S. versicolor Bigot, 1857 podem ser comparadas. S. versicolor apresenta a altura
desde a ponte dorsal até¢ a barra parastomal um terco maior que a da S. chlorogaster (ver
Greenberg e Szyska, 1984), além disso, a ponte dorsal ¢ estreita e afilada e o labro apresenta
regido anterior distinta da posterior, com uma incisao ventral abrupta, (Greenberg ¢ Szyska,
1984) estruturas que diferem das descritas aqui € em outros estudos (ver Bonatto e Carvalho,
1996) para S. chlorogaster. Em relacdo a banda de espinhos de S. chlorogaster, ela ¢ similar a
outras descrigdes (ver Greenberg e Szyska, 1984; Bonatto e Carvalho, 1996), mas difere no
segmento A7, em que os espécimes avaliados sdo completos, mas € descrita em outros estudos
como incompleta, com fileiras restritas no dorso e na regido ventral (ver Greenberg e Szyska,

1984; Bonatto e Carvalho, 1996).

5.5. Chave de identificacdo para larvas de primeiro estadio de espécies de Calliphoridae

de importancia forense da regido Neotropical

1. Lacuna entre cinturdo ventral de rastejamento e banda de espinhos ventrais menor ou com
metade do comprimento do cinturdo ventral de rastejamento (curta) (Fig. 11

D) ettt bttt b e bt a e bt ettt ae e 2
1’. Lacuna entre cinturdo ventral de rastejamento e banda de espinhos ventrais maior ou igual
ao comprimento do cinturdo ventral de rastejamento (larga) (Fig. 4 D).cccoovvverirenenen. 3

2. Labro estreito e sem incisdo ventral abrupta (Fig. 11 E); vista ventral do corno ventral unida
posteriormente (Fig. 11 F) ...c.ooovvvviiiiiiiiieeee e Sarconesia chlorogaster (Wiedemann)
2°. Labro amplo e com incisdo ventral abrupta (Fig. 2 E); vista ventral do corno ventral separada
posteriormente (Fig. 2 F) .c.oouiiiiiiiiiiiiiceeece e Calliphora sp. Mello

3. Gancho oral com regido basal ampla e com processo posterior direcionado dorsalmente; barra
parastomal arqueada (Fig. 3E).....cccoviiiiiiiiiiiiiicees Chrysomya albiceps (Wiedemann)
3’. Gancho oral com regido basal estreita e sem processo posterior direcionado dorsalmente
(Fig. 10 E); barra parastomal retilinea (Fig. 10 E)....coccooiiiiiiiiieeeee, 4

4. A2 incompleta interrompida dorsalmente e A3 com banda de espinhos incompleta,

interrompida latero-dorsalmente (Fig. 10 A-B)
........................................................................................ Hemilucilia semidiaphana (Rondani)
4’. A2 e A3 com bandas de espinhos completas (Fig. 4 A-B) ....ccccoeviiniiiiiiiiieieieeeee, 5

5. Porgao posterior do labro com expansdo em corcunda (Fig. 8 E); placa vertical com altura
maior que a largura (comprimento curto) (Fig. 8 E) c...oooiiieiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 6
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5°. Por¢ao posterior do labro sem expansdo em corcunda (Fig. 3 E); placa vertical com altura
menor ou similar & largura (comprimento longo ou similar) (Fig. 3 E) ....cccoeviieiiiiiiiiiennn, 7

6. Apice do labro afunilado e com incisdo ventral (Fig. 9 E); extremidade apical do corno dorsal

afilada (Fig. O E) v Lucilia eximia (Wiedemann)
6°. Apice do labro arredondado e sem incisdo ventral (Fig. 8 E); extremidade apical do corno
dorsal alargada (Fig. 8 E)..ccceeeviiviieiieieciieieeeee e Lucilia cuprina (Wiedemann)

7. Brago lateral do gancho oral ndo desenvolvido (Fig. 4E, 5E); presenca do par de estruturas
hemisféricas (Fig. 4E, 5E); fileiras de espinhos dos segmentos corporais fracamente
PIGMENEAAAS ...ttt et et e bt e st e e bt e e et e e bt e sab e e bt e e bt e saeeeabeesateenbeenneas 8
7’. Braco lateral do gancho oral presente (Fig. 6E, 7E); auséncia do par de estruturas
hemisféricas (Fig. 6E, 7E); fileiras de espinhos dos segmentos corporais fortemente
PIGMENETAAAS ...ttt ettt et ettt et e s it e e bt e eabeeabeesseeenbeesaseenbeesneeenseesneeenne 9

8. Labro com metade anterior afilada e parte basal ampla e arredondada (Fig. 4E); éarea
interbandas sem cinturdo lateral de rastejamento (Fig. 4A)
....................................................................................... Chrysomya megacephala (Fabricius)

8’. Labro com metade anterior arredondada e com parte basal com inclinagdo retilinea (Fig.
SE); area interbandas com cinturdo lateral de rastejamento (Fig. 5A)
............................................................................................. Chrysomya putoria (Wiedemann)

9. Area interbandas A6 com cinturdo lateral de rastejamento nas margens posteriores (Fig 6 A—
B); ponte dorsal nao pigmentada (Fig. 6E); gancho oral robusto (Fig. 6E); labro longo e afilado
apicalmente, com margem dorsal inclinada (Fig. 6E); em vista ventral, presenca de arco unindo
0 par de cornos ventrais na extremidade apical (Fig. 6F)
...................................................................................... Cochliomyia hominivorax (Coquerel)

9°, Area interbandas A6 lisa nas margens posteriores (Fig 7A); ponte dorsal pigmentada (Fig.
7E); gancho oral estreito (Fig. 7E); labro estreito e pontiagudo apicalmente, curto e com incisao
ventral concava (Fig. 7E); em vista ventral, o par de cornos ventrais ¢ separado (Fig. 7F)
......................................................................................... Cochliomyia macellaria (Fabricius)

5.6. Discussao

Em geral, as chaves taxonOmicas existentes para larvas de primeiro estadio utilizam
caracteres relacionados a espinulacdo e principalmente caracteres do cefaloesqueleto (Szpila et
al., 2013). Para a observagdo de tais caracteres sdo necessarias técnicas de clareamento (em
particular para estruturas internas) e ¢ imprescindivel o uso de estereomicroscopio com aumento
de no minimo 40 vezes ou microscopio comum com aumento entre 40—1000 vezes. A

pigmentacao do cefaloesqueleto (Szpila e Villet, 2011; Szpila et al., 2012) deve ser considerada
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em conjunto de outros caracteres ao identificar uma espécie, visto que a técnica de clareamento,
pode modificar a taxa de pigmentagao das estruturas se nao for feita com cautela (Sukontason
et al., 2004).

Caracteres larvais exclusivos que definam os géneros de Calliphoridae sdo raros,
embora Tao (1927) tenha produzido uma chave dicotomica para separar alguns destes grupos
em Calliphoridae, Sarcophagidae e Muscidae. Caracteristicas da divisdo anal sdo em geral
homogéneas e dificeis de definir em microscopia comum (Szpila e Villet, 2011), por esta razao
elas ndo sdao inclusas em chaves taxondmicas. Mesmo que nao influenciem na chave
taxondmica, a exploragdo de caracteres utilizando microscopia eletronica de varredura é
recomendada para estudos futuros, para que haja um maior detalhamento da descri¢do de
estruturas larvais que ndo sao facilmente observaveis em microscopia comum, como o conjunto
de sensilas no pseudocéfalo e na divisao anal, estruturas dos espiraculos posteriores e a presenga

e forma de papilas e sensilas.

5.7. Conclusoes

Os principais caracteres para identificacao de espécies de Calliphoridae Neotropicais de
importancia forense sdo encontrados na completude ou incompletude das bandas de espinhos
dos segmentos abdominais e principalmente na presenga e forma de estruturas que compdem o
cefaloesqueleto como o gancho oral, brago lateral, labro, tamanho da placa vertical, abertura e
forma do esclerito intermediario em vista ventral, forma dos cornos dorsal e ventral ¢ arco
ventral unindo ou ndo os cornos ventrais e pigmentacao da ponte dorsal. Esperamos que este
estudo possa contribuir com a identificagdo de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae e no

conhecimento de suas caracteristicas morfologicas.

Agradecimentos. A Elyara O. Safra pelo auxilio nas ilustragdes de caracteres de parte dos
imaturos analisados neste estudo. AMP recebeu auxilio do Conselho Nacional de
desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — Brasil (CNPq) (#133090/2019-1). PJT recebeu
bolsa produtividade do CNPq (#308832/2020-5). Acesso de registro no Sistema Nacional de
Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)
#ACDI18F8. Todas as coletas foram autorizadas pelo Ministério do Meio Ambiente (MMA) por
meio do Sistema de Autorizagdo e Informacdes sobre Biodiversidade (SISBIO), processo n°
65388-3.



121

5.8. Referéncias

Adams, Z.J.; Hall, M.J.; Methods used for the killing and preservation of blowfly larvae, and
their effect on post-mortem larval length. Forensic Sci. Int., 138, (1-3), 50-61, 2003.
Bonatto, S. R.; Carvalho, C.J.B.; Analise morfoldgica das formas imaturas de Sarconesia

chlorogaster (Wiedemann) (Diptera, Calliphoridae, Toxotarsinae). Rev. bras. zool.,
13, (3), 707-726, 1996.

Borror, D.J.; Triplehorn, C.A.; Johnson, N.F.; Diptera. In: An introduction to the study of
insects. 7* Edicao. Saunders college publishing. p.365, 2010.

Carvalho, C.J.B.; Ribeiro, P.B.; Chave de identificagdo das espécies de Calliphoridae
(Diptera) do Sul do Brasil. Rev. Bras. Parasitol. Vet., 9, (2), 169-173, 2000.

Catts, E.P.; Goff, M.L.; Forensic entomology in criminal investigations. Annu. Rev.
Entomol., 37, (1), 253-272, 1992.

Courtney, G.W.; Sinclair, B.J.; Meier, R.; Morphology and terminology of Diptera larvae.
In: Papp, L., Darvas, B. (Eds). Contributions to a Manual of Palaearctic Diptera (with
Special Reference to Flies of Economic Importance). Science Herald Press, Boston. p.
85-161, 2000.

Erzinclioglu, Y.Z.; Studies on the morphology and taxonomy of the immature stages of
Calliphoridae, with analysis of phylogenetic relationships within the family, and between
it and other groups in the Cyclorrhapha (Diptera) (Tese de doutorado, Durham
University), p. 443, 1984.

Erzinglioglu, Y.Z.; Immature stages of British Calliphora and Cynomya, with a re-evaluation
of the taxonomic characters of larval Calliphoridae (Diptera). J. Nat. Hist., 19, (1), 69-96,
1985.

Da Silva, S.M.; Vairo, K.P.; Moura, M.O.; Description of larval instars to fill a gap in
forensic entomology: the larvae of Paralucilia pseudolyrcea (Diptera: Calliphoridae). J.
Med. Entomol., 55, (3), 575-586, 2018.

Florez, E.; Wolff, M.; Descripcion y clave de los estadios inmaduros de las principales
especies de Calliphoridae (Diptera) de importancia forense en Colombia. Neotrop.
Entomol., 38, (3), 418-429, 2009.

Greenberg, B.; Szyska, M.L.; Immature stages and biology of fifteen species of Peruvian
Calliphoridae (Diptera). Ann. Entomol. Soc. Am., 77, (5), 488-517, 1984.

Grella, M.D.; Thyssen, P.J.; 2011. Chave taxondmica interativa para espécies de dipteros
califorideos (Infraordem: Muscomorpha) do Brasil. Dissertacdo de mestrado.
Universidade Estadual de Campinas. Campinas, SP, Brasil. Disponivel em:
<http://keys.lucidcentral.org/keys/v3/calliphoridae_brazil> Ultimo acesso em 18 de maio
de 2021.

Knipling, E.F.; Some Specific Taxonomic Characters of common Lucilia Larvae-
Calliphorinae-Diptera. lowa State Coll J Sci., 10, (3), 275-294, 1936.

Laake, E.W.; Cushing, E.C.; Parish, H.E.; Biology of the primary screw worm fly,
Cochliomyia americana, and a comparison of its stages with those of C. macellaria (No.
476-500). Technical bulletin, US Department of Agriculture, (476-500). 1-24, 1936.


http://keys.lucidcentral.org/keys/v3/calliphoridae_brazil

122

Leite, A.C.R.; Guevara, J.D.E.; Scanning electron microscopy of the larval instars of
Cochliomyia hominivorax. Med. Vet. Entomol., 7, (3), 263-270, 1993.

Liu, D.; Greenberg, B.; Immature stages of some flies of forensic importance. Ann. Entomol.
Soc. Am., 82, (1), 80-93, 1989.

Mendonga, P.M.; Santos-Mallet, J.R.; Queiroz, M.M.C.; Ultramorphological characteristics
of immature stages of Chrysomya albiceps (Wiedemann 1819) (Diptera: Calliphoridae),
a fly specie of forensic importance. Microsc Res Tech, 73, (8), 779-784, 2010.

Mendonga, P.M.; Santos-Mallet, J.R.; Queiroz, M.M.C.; Ultrastructure of immature stages
of the blowfly Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818) (Diptera: Calliphoridae). Microsc
Res Tech, 75, (2), 206-211, 2012.

Mendonga, P.M.; Barbosa, R.R.; Cortinhas, L.B.; Santos-Mallet, J.R.; Queiroz, M.M.C.;
Ultrastructure of immature stages of Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae), a
fly of medical and veterinary importance. Parasitol. Res., 113, (10), 3675-3683, 2014.

Moretti, T.C.; Thyssen, P.J.; Solis, D.R.; Breeding of the Scuttle Fly Megaselia scalaris in
fish Carcass and Implications for the use in Forensic Entomology (Diptera: Phoridae).
Entomol. Gen. /J. Gen. Appl. Entomol., 31, (4), 349-353, 20009.

O'flynn, M.A.; Moorhouse, D.E.; Identification of early immature stages of some common
Queensland carrion flies. Aust. J. Entomol., 19, (1), 53-61, 1980.

Queiroz, M.M.C.; Mello, R.P.; Lima, M.M.; Morphological aspects of the larval instars of
Chrysomya albiceps (Diptera, Calliphoridae) reared in the laboratory. Mem I Oswaldo
Cruz., 92, (2), 187-196, 1997.

Reed Jr, H. B.; A study of dog carcass communities in Tennessee, with special reference to
the insects. Am. Midl. Nat., 59, (1), 213-245, 1958.

Shewell, G.E.; Calliphoridae. In: McAlpine, J.F.; Peterson, B.V.; Shewell, G.E.; Teskey,
H.J.; Vockeroth, J.R.; Wood, D.M.; (eds). Manual of Neartic Diptera. Ottawa: Research
Branch Agriculture Canada, vol. 2, pp. 1133-1146, 1986.

Shuey, J.A.; An optimized portable bait trap for quantitative sampling of butterflies. Trop.
Lepid. Res., 8, (1), 1-4, 1997.

Sukontason, K.L.; Sukontason, K.; Piangjai, S.; Boonchu, N.; Chaiwong, T.; Vogtsberger,
R. C.; Kuntalue, B.; Thijuk, N.; Olson, J.K.; Larval morphology of Chrysomya
megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae) using scanning electron microscopy. J.
Vector Ecol: J. Soc. Vect. Ecol., 28, (1), 47-52, 2003.

Sukontason, K.; Methanitikorn, R.; Sukontason, K.L.; Piangjai, S.; Olson, J.K.; Clearing
technique to examine the cephalopharyngeal skeletons of blow fly larvae. J. Vector Ecol:
J. Soc. Vect. Ecol., 29, (1), 192-195, 2004.

Szpila, K.; Pape, T.; Rusinek, A.; Morphology of the first instar of Calliphora vicina,
Phormia regina and Lucilia illustris (Diptera, Calliphoridae). Med. Vet. Entomol., 22,
(1), 16-25, 2008.

Szpila, K.; Villet, M.H.; Morphology and identification of first instars of African blow flies
(Diptera: Calliphoridae) commonly of forensic importance. J. Med. Entomol., 48, (4),
738-752,2011.



123

Szpila, K.; Hall, M.J. R.; Pape, T.; Grzywacz, A.; Morphology and identification of first
instars of the European and Mediterranean blowflies of forensic importance. Part II.
Luciliinae. Med. Vet. Entomol., 27, (4), 349-366, 2012.

Szpila, K.; Hall, M.J.R.; Sukontason, K.L.; Tantawi, T.I.; Morphology and identification of
first instars of the European and Mediterranean blowflies of forensic importance. Part I:
Chrysomyinae. Med. Vet. Entomol., 27, (2), 181-193, 2013.

Szpila, K.; Hall, M.J.R.; Wardhana, A.H.; Pape, T.; Morphology of the first instar larva of
obligatory traumatic myiasis agents (Diptera: Calliphoridae, Sarcophagidae). Parasitol.
Res., 113, (5), 1629-1640, 2014a.

Szpila, K.; Pape, T.; Hall, M.J.R.; Madra, A.; Morphology and identification of first instars
of European and Mediterranean blowflies of forensic importance. Part I1I: Calliphorinae.
Med. Vet. Entomol., 28, (2), 133-142, 2014b.

Szpila, K.; Wallman, J.F.; Morphology and identification of first instar larvae of Australian
blowflies of the genus Chrysomya of forensic importance. Acta Trop., (162), 146-154,
2016.

Tao, S.M.; A comparative study of the early larval stages of some common flies. Am. J.
Trop. Med. Hyg., 7, (6), 735-761, 1927.

Thyssen, P.J.; Linhares, A.X.; First description of the immature stages of Hemilucilia
segmentaria (Diptera: Calliphoridae). Biol. Res., 40, (3), 271-280, 2007.

Thyssen, P.J.; Key to Third Instar Larvae of the Most Carrion Breeding and Feeding
Dipteran Species from Brazil. In: Amendt, J.; Goff, M.L.; Campobasso, C.P.;
Grassberger, M.; (Eds.), Current concepts in forensic entomology. London: Springer
Netherlands, p. 212-215, 2010.

Thyssen, P.J.; Entomologia Forense. In: Marcondes CB (org.) Entomologia Médica e
Veterinaria. 2 ed. Rio de Janeiro: Atheneu. pp. 129-137, 2011.

Zumpt, F.; Myiasis in man and animals in the Old World. A textbook for physicians,
veterinarians and zoologists. Lodon, Butterworths. p.267, 1965.



124

Figura 1. Caracteres anatdmicos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae. Em: [A] segmentos
corporais e espinulagdo; [B] pseudocéfalo, vista ventral; [C]-[E] segmentos corporais e espinulagdo,
vista ventral e dorsal, respectivamente; [D] detalhes da divisdo anal; [F] almofada anal, vista ventral;
[G]-[H] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: Pc= pseudocéfalo; T1-
T3= segmentos toracicos; A1-A7= segmentos abdominais; DA= divisdo anal; AI= area interbandas;
CVR= cinturdo ventral de rastejamento; BA= banda de espinhos anterior; BP= banda de espinhos
posterior; an= complexo antenal; pm= palpo maxilar, mf= mascara facial; co= cavidade oral; EP=
espiraculo posterior; P1-P3= papilas dorsais; P4—P7=papilas ventrais; AA= almofada anal; PA= papila
anal; pa= poro anal; GO= gancho oral; BL= braco lateral; Lb= labro; BP= barra parastomal; DO=
depressdo optica; PD= ponte dorsal; PV=placa vertical; EI= esclerito intermediario; CD= corno dorsal;
CV= corno ventral.
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Figura 2. Ilustrag@o dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Calliphora sp. Em: [A]
vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS5, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista
lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: Pe= pseudocéfalo; T1-T3= segmentos toracicos; Al—
A7=segmentos abdominais; DA= divisdo anal; CVR= cinturdo ventral de rastejamento; EP= espiraculo
posterior; P1-P3= papilas dorsais; P4-P7= papilas ventrais; AA= almofada anal; GO= gancho oral,;
BL~= brago lateral; Cr= cirros/denticulos; Lb= labro; BP= barra parastomal; DO= depressao optica;

PD= ponte dorsal; PV= placa vertical; EI= esclerito intermediario; CD= corno dorsal; CV= corno
ventral.
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Figura 3. Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Chrysomya albiceps.
Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3-AS, vista ventral; [E]-[F]
cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: P1-P3= papilas dorsais; P4—P6=
papilas ventrais; A3—AS5= segmentos abdominais; ppd= processo postero-dorsal.
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Figura 4. Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Chrysomya megacephala.
Em: [A] vista lateral, [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3-AS, vista ventral; [E]-[F]
cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos abdominais;
EH= estrutura hemisférica.
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Figura 5. Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Chrysomya putoria. Em:
[A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisao anal; [D] A3—AS, vista lateral; [E]-[F] cefaloesqueleto,
vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos abdominais; CLR= cinturo
lateral de rastejamento; EH= estrutura hemisférica.
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Figura 6. llustracdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estddio de Cochliomyia
hominivorax. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—-AS5, vista ventral; [E]-[F]
cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos abdominais;
CLR= cinturdo lateral de rastejamento; Arc= arco ventral.
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Figura 7. Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Cochliomyia macellaria.
Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3-AS, vista ventral; [E]-[F]
cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivemente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos abdominais;
CLR= cinturdo lateral de rastejamento.
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Figura 8. Ilustracdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Lucilia cuprina. Em: [A]
vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS5, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista
lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—AS= segmentos abdominais.
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Figura 9. Ilustragdo dos caracteres anatomicos da larva de primeiro estadio de Lucilia eximia. Em: [A]
vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS, vista ventral; [E]-[F] cefaloesqueleto, vista
lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—AS5= segmentos abdominais.
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Figura 10. Ilustracdo dos caracteres anatdmicos da larva de primeiro estadio de Hemilucilia
semidiaphana. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS, vista ventral; [E]—
[F] cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—A5= segmentos
abdominais.
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Figura 11. Ilustragdo dos caracteres anatOmicos da larva de primeiro estddio de Sarconesia
chlorogaster. Em: [A] vista lateral; [B] vista dorsal; [C] divisdo anal; [D] A3—AS, vista ventral; [E]-[F]

cefaloesqueleto, vista lateral e ventral, respectivamente. Abreviaturas: A3—AS5= segmentos abdominais;
Arc= arco ventral.
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Figura 12. Vistas lateral e ventral dos cefaloesqueletos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae.
Em: [A][B] Calliphora sp; [C]-[D] Chrysomya albiceps, [E]-[F] Chrysomya megacephala; [G]-[H]
Chrysomya putoria; [11-[J] Cochliomyia hominivorax
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Figura 13. Cefaloesqueletos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae. Em: [A] Calliphora sp.,
vista lateral; [B]-[C] Calliphora sp., por¢do anterior, vistas lateral e ventral, respectivamente; [D]
Chrysomya albiceps, vista lateral; [E]-[F] Chrysomya albiceps, por¢ao anterior, vistas lateral e ventral,
respectivamente; [G] Chrysomya megacephala, vista lateral; [H]-[1] Chrysomya megacephala, por¢ao
anterior, vistas lateral e ventral, respectivamente; [J] Chrysomya putoria, vista lateral;, [K]-[L]
Chrysomya putoria, por¢do anterior, vistas lateral e ventral, respectivamente; [M] Cochliomyia
hominivorax,vista lateral; [N]-[O] Cochliomyia hominivorax, por¢ao anterior, vistas lateral e ventral,
respectivamente.
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Figura 14. Vistas lateral e ventral de cefaloesqueletos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae.
Em: [A]-[B] Cochliomyia macellaria; [C]-[D] Lucilia cuprina; [E]-[F] Lucilia eximia; [G]-[H]
Hemilucilia semidiaphana; [1]-[J] Sarconesia chlorogaster.
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Figura 15. Cefaloesqueletos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae. Em: [A] Cochliomyia
macellaria, vista lateral; [B]-[C] Cochliomyia macellaria, porgdo anterior, vistas lateral e ventral; [D]
Lucilia cuprina, vista lateral; [E]-[F] Lucilia cuprina, porgdo anterior, vistas lateral e ventral; [G]
Lucilia eximia, vista lateral, [H]-[I] Lucilia eximia, por¢ao anterior, vistas lateral e ventral; [J]
Hemilucilia semidiaphana, vista lateral; [K]-[L] Hemilucilia semidiaphana, por¢do anterior, vistas
lateral e ventral; [M] Sarconesia chlorogaster, vista lateral; [N]-[O] Sarconesia chlorogaster, por¢ao
anterior, vistas lateral e ventral.
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Figura 16. Regido anterior e posterior de uma larva de primeiro estddio de Calliphoridae por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). Em: [A] pseudocefalo, em detalhe o complexo antenal,
palpo maxilar, cristas orais, cirros e labios; [B] divisdo anal. Abreviaturas: ci= cirros/denticulos; an=
complexo antenal; pm= palpo maxilar; co, cristas orais; Is= labio superior; li= labios inferiores; EP=
espiraculo posterior.
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Figura 17. Pseudocefalos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae por Microscopia Eletronica de
Varredura. Em: [A] Calliphora sp; [B] Chrysomya albiceps; [C] Chrysomya megacephala; [D]
Chrysomya putoria; [E] Cochliomyia hominivorax; [F] Cochliomyia macellaria. Abreviaturas: ci=
cirros/denticulos.
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Figura 18. Pseudocefalos de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae por Microscopia Eletronica de
Varredura. Em: [A] Lucilia cuprina; |B] Lucilia eximia; [C] Hemilucilia semidiaphana; [D] Sarconesia
chlorogaster.
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Figura 19. Espiraculos respiratorios posteriores de larvas de primeiro estddio de Calliphoridae por
Microscopia Eletronica de Varredura. Em: [A] Calliphora sp; [B] Chrysomya albiceps; [C] Chrysomya
megacephala; [D] Chrysomya putoria; [E] Cochliomyia hominivorax; [F] Cochliomyia macellaria.
Abreviaturas: r=ramificagoes; fe= fendas espiraculares.
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Figura 20. Espiraculos respiratorios posteriores de larvas de primeiro estadio de Calliphoridae por
Microscopia Eletronica de Varredura. Em: [A] Lucilia cuprina; [B] Lucilia eximia; [C] Hemilucilia
semidiaphana; [D] Sarconesia chlorogaster.
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6. CAPITULO I1I
Chave interativa para larvas de terceiro instar de moscas varejeiras neotropicais
(Insecta, Diptera, Calliphoridae): a contribuicio de ferramentas computacionais para

auxiliar na identificacio de espécies’

' Reproduzida com a permissdo da Springer Nature (Para maiores esclarecimentos, favor
consultar se¢do de Anexo).
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Interactive Key for Third Instar Larvae of Neotropical Blow Flies (Insecta, Diptera,
Calliphoridae): the Contribution of Computational Tools to Assist in Species

Identification*?2

Aline M. Prado’, André G. Savino, Patricia J. Thyssen'

! Laboratory of Integrative Entomology, Department of Animal Biology, IB, University of Campinas
(UNICAMP), 13083-862, Campinas, Sao Paulo State, Brazil
2 Forensic Police of Sdo Paulo State, Technical-Scientific Police Superintendence, CP 13208-100,

Jundiai, Sdo Paulo State, Brazil.

6.1. Abstract

Calliphoridae (Insecta, Diptera), popularly known as blow flies or carrion flies, as most
are necrophagous comprises one of the most relevant families of insects on forensics. Currently,
more than 1.500 blow fly species are known, the majority of which can be found in the Old
world. In the Neotropics, it is estimated that there are approximately 20 species of forensic
importance. In view of the taxonomic impediment associated with the identification of
immatures, in this study we present an interactive identification key for third instar larvae of
necrophagous Calliphoridae species. This key includes 12 Neotropical blow fly species of

forensic importance, more than 70 pictures, schemes, definitions glossary and is free to access.

Keywords: immature; necrophagous species; taxonomic impediment; diagnostic; forensic

entomology.

2 Reproduced with permission from Springer Nature (see “Anexo” section).
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6.2. Introduction

The use of biological, ecological and distribution information provided by insects has
become increasingly frequent and relevant in forensics (Thyssen 2011). With regard to criminal
investigations, forensic entomology can be useful to estimate the postmortem interval (PMI),
investigate the cause of death (especially in those cases where the victim consumed toxic
substances), and provide evidence of negligence or mistreatment, among others (e.g. Pujol-Luz
et al. 2006; Kosmann et al. 2011; Thyssen et al. 2012; Souza et al. 2013; Sanford et al. 2014;
Thyssen et al. 2018).

Insects of the family Calliphoridae (Insecta, Diptera, Oestroidea), also called blow flies,
have quite diverse eating and behavioral habits, including necrophagy (Ferrar 1987).
Consequently, many blow fly species are commonly reported in decomposing corpses using
this resource as a food source or for the development of their immature stages and can be found
in all stages of decomposition (Greenberg and Kunich 2002; Carvalho et al. 2004; Thyssen et
al. 2018). In addition, adult blow flies are the first insects to discover and colonize vertebrate
remains (Carvalho et al. 2004). The estimate of the time elapsed since a blow fly larva, collected
on a cadaver, hatched from its egg can be done in two ways: by phenological information such
as weight or length (Staerkeby 2001) or by calculating the number of degree-hours (or degree-
days) that would be required to complete development and subtracting this from the known
total number of days required for complete larval development (Greenberg and Kunich 2002).
However, species identification is essential for any of the chosen ways to know larval age
(Thyssen 2010).

Currently, more than 1.500 species of Calliphoridae are known (Courtney et al. 2017),
most of which are restricted to the Old World (Shewell 1987). The Neotropical region has
approximately 70 registered species, of which approximately 20 can be found in Brazil
(Kosmann et al. 2013), excluding those that were recently allocated to Mesembrinellidae
(Marinho et al. 2017). For the Neotropics, there is a considerable supply of taxonomic keys
available for the identification of adult calliphorids (Dear 1985; Carvalho and Ribeiro 2000;
Mello 2003; Carvalho and Mello-Patiu 2008; Kosmann et al. 2013; Whitworth 2010, 2012,
2014; Gonzalez et al. 2017), but those intended for immature diagnosis are scarce (Greenberg
and Szyska 1984; Florez and Wolff 2009; Thyssen 2010). This can represent an obstacle for
forensic work, since most of the criminal traces of entomological origin received for analysis
are larvae (e.g. Thyssen et al. 2018). Another fact that contributes to increasing the taxonomic

impediment within Calliphoridae, with negative consequences for forensics, is that the
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immature forms for some species are not even known or described (e.g. Thyssen and Linhares
2007).

Multi-access or interactive keys have emerged to make the taxonomy more accessible
to the less experienced public so that they can successfully identify species (Edwards and Morse
1995; Dallwitz et al. 2000). In addition to allowing users to identify a specimen from any
characteristic they deem most convenient, without the need to follow a fixed sequence of
predetermined steps, it has an interface with an easy-to-navigate language on electronic devices
(Dallwitz et al. 2000). The possibility for the user to access a glossary definitions and a vast
bank of images that illustrate from structures to the species to be identified also make interactive
keys more attractive than traditional ones (e.g. Grella and Thyssen 2011).

The aim of this study, therefore, is to present the first interactive identification key to third instar
blow fly larvae of species belonging to the genera Calliphora, Chrysomya, Cochliomyia,
Lucilia, Hemilucilia, Paralucilia, and Sarconesia reported to be of forensic importance for the
Neotropical region. In addition, perspectives are presented to update and/or expand the number

of taxa contained in this key as the gaps in knowledge of immature insects are resolved.

6.3. Material and Methods

Taxonomic coverage

This key included 12 Calliphoridae species, which were in the last larval instar and
reported as necrophagous or myiasis-causing flies, considering that these biological aspects
make them relevant to the forensic field. Three criteria were adopted to classify Calliphoridae
species as being of forensic importance to the Neotropical region: (i) that their immature forms
(eggs, larvae or pupae) had been reported developing in human or animal decaying corpses, (ii)
that their immature forms had been used to evidence neglect or mistreatment and (iii) that the
species have a Neotropical distribution. From this and based on studies by Carvalho et al. (2000,
2004), Pujol-Luz et al. (2006), Kosmann et al. (2011), Sanford et al. (2014), Vairo et al. (2015),
Ramos-Pastrana and Wolff (2017), Thyssen et al. (2012, 2018) and Vasconcelos et al. (2019)
the list of taxa included in this key was produced.

Other blow fly species previously reported in this region as of forensic importance (e.g.
Centeno et al. 2002; Martinez et al. 2007; Battan-Horenstein et al. 2010; Segura et al. 2011;
Sanchez-Restrepo and Fagua 2014; Corréa et al. 2019) such as Calliphora nigribasis Macquart,
Calliphora vicina Robineau-Desvoidy, Chrysomya rufifacies (Macquart), Lucilia cluvia
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(Walker), Lucilia sericata (Meigen), Paralucilia pseudolyrcea (Mello) and Sarconesiopsis
magellanica (Le Guillou) were not included in this version of the key because immature forms
are currently unknown, those available in scientific collections were in poor condition to be

evaluated, or new specimens were not collected.

Obtaining and preparing samples

Adult individuals were collected in the field (the collecting localities are mapped at
tinyurl.com/interactiveKeyLarva) using an entomological net and attractive baits, such as rotten
chicken liver and gizzard, exposed at least 48 h before collection under environmental
conditions. The adults, temporarily housed in plastic cages, were taken to the laboratory,
identified (Carvalho and Ribeiro 2000; Grella and Thyssen 2011), and transferred, by species,
to plastic cages, which were then kept under controlled conditions (27+1°C, 70+10% RH, 12 h
of photoperiod). Water and sugar were provided to adults ad libitum. To stimulate egg laying,
a 50 g portion of fresh ground beef was offered to adult females. After 3 h of exposure, the eggs
obtained were removed from the meat and deposited in plastic vials, which contained the same
substrate, and then kept under the same environmental conditions described for adults.
Approximately between 90 and 96 h after hatching, third instar larvae of each species were
collected, killed by immersion in water at 70-80°C (Adams and Hall 2003), and deposited in
vials containing 70% ethyl alcohol for further analysis. Exceptionally, samples of Calliphora
and Hemilucilia were collected approximately 190 h after hatching because they have a longer

life cycle.

Anatomical character analysis and key elaboration

Internal and external anatomical characters were examined, listed in a data matrix using
the Mesquite™ editor v. 3.70 and photographed using a Carl Zeiss™ Discovery V. 12
stereomicroscope with an Axiocam MRc5 image capture system and Zen Pro 2012™ software
with depth focus. The cephaloskeleton, an internal structure, was accessed by dissection and
clarification in a 10% potassium hydroxide (KOH) solution, as proposed by Sukontason et al.
(2004).

The interactive key was built using the software LUCID™ builder v. 3.6. The
nomenclature used to describe the anatomical characters followed Erzinglioglu (1985), Shewell

et al. (1987), Courtney et al. (2000) and Szpila et al. (2013). Scale bars in millimeters were
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included in the images. Adobe Photoshop™ v. CS6 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA)

was used to improve the quality of some images.

6.4. Results

List of the terminal taxa included in this key

Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya megacephala (Fabricius), Chrysomya
putoria (Wiedemann), Cochliomyia hominivorax (Coquerel), Cochliomyia macellaria
(Fabricius), Hemilucilia segmentaria (Fabricius), Hemilucilia semidiaphana (Rondani), Lucilia
cuprina (Wiedemann), Lucilia eximia (Wiedemann), Paralucilia fulvinota (Bigot), Sarconesia

chlorogaster (Wiedemann) and Calliphora sp.

Taxonomic key and how it works
A Portuguese or English version of the key can be accessed at

https://keys.lucidcentral.org/keys/v4/chave-larva-calliphoridae/.

Since Calliphoridae and other families of Diptera belonging to the Muscomorpha Infraorder
live in sympatry in various localities of the Neotropics, the key begins with the characters that
separate this family from other families, whose larval forms resemble each other, to avoid
misidentification (Fig. 1). In this stage called "Initial Step", the user is also asked to confirm if
the larva under examination is in the third instar; if the corresponding characteristics are
selected, finally, the user will have access to the identification key, aimed exclusively at third
instar larvae, in Step 3 (Fig. 1). In addition, the Lucid™ offers a number of features to help the
user with the identification process, available in the toolbar located at the top of the key window;
instructions on how to access these resources and some important tips for overcoming problems

with sample identification were included in the key (Supplementary Material A).

Characters and their states

A total of 19 external and 7 internal morphological characters were included in the key.
A total of 70 character states are available to be selected by users, with a distribution ranging
from two to five states per character according to the degree of variability of the anatomical
structure observed in different species. The key was divided into two major sections: (i)
External Morphology, subdivided into (i.1) Larval body: thoracic and abdominal segments and

(i.11) Larval body: anal division and (ii) Internal Morphology, containing the Cephaloskeleton


https://keys.lucidcentral.org/keys/v4/chave-larva-calliphoridae/
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subsection (Table 1). A definitions glossary (Supplementary Material B) and high-resolution
photographs of the morphological characters and states (many of them with addition of arrows
and/or annotations) were also included in order to aid in the correct identification of different

species (Fig. 2).

6.5. Discussion

The most common way to assign a scientific name to an organism has been through the
use of dichotomous keys (Dallwitz et al. 2000), which present a series of choices that must be
followed in order (e.g. Souza et al. 2020). However, if the dichotomous branch characters are
ambiguous, are missed due to damage or poor conservation, or are polymorphic as noted by
Grella et al. (2015), for example within adults of C. albiceps, it may be difficult to correctly
identify a species using this type of key. Morphological taxonomy has advanced substantially
through computational-based resources (Godfray 2002). In this way, the interactive key, for
example, assists a reliable identification by allowing users to choose the characters in any order
and use only the characters available on the specimen.

Due to their digital nature, it is possible to include an unlimited number of characters
and information in the interactive keys, which can bring other advantages. It is difficult for
anyone who elaborates a dichotomous key to define which characters and states are the most
suitable for accurately identifying a taxon, particularly when taxa are not sufficiently distinct
from each other (Goharimanesh et al. 2021). High-resolution images of diagnostic
morphological characters and proposition of new characters for examination, although it can
greatly enhance the identification, as well as the recognition of cryptic species, have been little
explored in previous traditional keys for larvae of Calliphoridae species (Greenberg and Szyska
1984; Greenberg and Kunich 2002; Florez and Wolft 2009). Keys that cover a restricted amount
of characters may also be limited, in terms of use, for non-specialists.

In the interactive key, both the free choice of characters/states by the user who will
observe a specimen, i.e., not limited by a particular order of decisions as in traditional
dichotomous keys, and the redundancy in the number of paths that will allow her/him to arrive
at a diagnosis, work in favor of facilitating identification. However, as observed by Bittrich et
al. (2012), so many options can also generate some hesitation, such as, for example, when
choosing which character to start using the key with. In Lucid software, these problems can be
overcome by using the options “Find best feature” and “Prune redundant features e states” as

detailed and made available in the initial stage of this key (see Supplementary Material A).
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Recent molecular biology has introduced changes in the delimitation of orders, families
and genera of many organisms, and this has not excluded the Calliphoridae (Marinho et al.
2017; Madeira-Ott et al. 2019; Yan et al. 2021). In addition to new descriptions, corrected
descriptions or proposed nomenclatural changes cannot be included in printed keys. Interactive
identification keys are useful tools in this regard because they operate independently of
hierarchical classification (Schneider et al. 2019). Online keys can be easily edited and
continued by other users, thus providing the possibility for constant improvement and reduce
time invested in producing and publishing updated dichotomous keys, although this type of
publication is still undervalued by the scientific community (Bittrich et al. 2012; Schneider et
al. 2019). The interactive key presented here contains a species whose immature forms had not
been described until then, for this reason the taxon was designated only with the genus followed
by sp. It is important to clarify that as soon as the data for this species are updated, and even for
other cases that may occur in the future, the link to access this key will not change.

In our experience, when receiving samples of forensic cases in the laboratory for
identification, it became clear that many forensic officers had difficulty identifying the diversity
of blow flies present in their samples, many did not know where to find the appropriate keys or
lacked taxonomy skill. Thus, we think that the freely shared e-taxonomy knowledge can be an
important tool to minimize the current taxonomic impediment to progress in solving issues in
forensics.

Unfortunately, the lack of familiarity with the morphology of the group to which the
taxon to be identified belongs and the consequent difficulty in locating the structures to be
observed constitute a major obstacle to the use of both traditional dichotomous and interactive
keys. Although the key presented here offers a large number of images, guidelines and
annotations, the interpretation about the description and quality of characters and their states
can be more difficult for non-specialist users and, in certain cases, also for those who do not
have equipment suitable for examining very minute structures. On the other hand, it is important
to note that in recent decades, the decline of entomological taxonomic specialization has
become a growing concern worldwide (Mathieu et al. 2012). In this way, the interactive keys,
in addition to being useful for the diagnosis of species and providing assistance to users in their
most diverse laboratory or field work, since it expand the available alternatives for the species
identification, as observed by Rocha et al. (2019), may still represent a powerful taxonomic

training tool to be explored (e.g. Jacquemart et al. 2016).
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Table 1. Organization and summary of the characters and character states used for the key

elaboration.

Characters (character states)

Initial step

Confirm that the
larva is from
Calliphoridae and is
in the third instar

External
morphology

Larva body: thoracic
and abdominal
segments

Larva body: anal
division

Internal
morphology

Cephaloskeleton

posterior spiracles (inside or outside of a cavity), respiratory
slits (shape, number, angulation), anterior spiracles (presence,
shape), labrum (presence), peritreme (shape, color), mouthhook
(shape)

respiratory tracheas (aspect), anterior spinose bands on each
abdominal segment (aspects), posterior spinose bands on each
abdominal segment (aspects), integument (variations), spines
of the first thoracic segment (type)

spines (type), spines (arrangement), microtubercles (presence),
peritreme (shape), peritreme button (presence), dorsal papillae
(length) and ventral papillae (length)

accessory oral sclerite (presence), accessory oral sclerite
(shape), intermediate sclerite (shape), dorsal
(pigmentation), ventral cornu (shape), dorsal+ventral cornua
(distance), hypopharynx (aspect)

cornu
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Fig. 1. Lucid™ interface and, highlighted, the initial steps for users to access forensically
important Neotropical Calliphoridae third instar larvae identification key.
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Fig. 2. Some of the images available in the key to illustrate external and internal morphological
characters of a third instar Calliphoridae larva. In: (A) habitus, (B) posterior spiracles, (C)
cephaloskeleton in lateral view and (D) anal division. Pc= pseudocephalon, T1-T3= thoracic
segments, A1—A7=abdominal segments, AD= anal division, LCW= lateral creeping welt, asb=
anterior spinose bands, psb= posterior spinose bands, [A= interbands area, mh= mouthhook,
aos= accessory oral sclerite, ds= dental sclerite, als= anterior labial sclerite, pls= posterior labial
sclerite, ie= intermediate sclerite, vp= vertical plate, pb= parastomal bar, db= dorsal bridge, dc=
dorsal cornu, vc= ventral cornu. Scale bars: A=2 mm and B—D= 0.5 mm.
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7. CAPITULO IV
Interatividade e taxonomia: uso da computacio para o diagnostico de larvas de primeiro

estadio de moscas varejeiras (Insecta, Diptera, Calliphoridae) do Brasil
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Interatividade e taxonomia: uso da computacio para o diagndstico de larvas de primeiro

estadio de moscas varejeiras (Insecta, Diptera, Calliphoridae) do Brasil

A. M. Prado'*, P. J. Thyssen'

! Laboratério de Entomologia Integrativa, Instituto de Biologia, Unicamp, Campinas (SP),

Brasil

7.1. Resumo

Moscas necrofagas da familia Calliphoridae (Insecta, Diptera) ganham destaque no
ambito forense, ao utilizarem os corpos em decomposicao para o desenvolvimento de seus
imaturos. Tendo em vista a baixa variabilidade morfolégica de imaturos de Calliphoridae, a
diminui¢ao de especialistas e que as chaves de identificagdo para larvas de primeiro estadio sao
escassas, estudos detalhados, boas descri¢des e novas ferramentas de identifica¢do tornam-se
necessarias. Com o objetivo de facilitar e tornar acessivel o processo de identificacdo de
imaturos foi elaborada uma chave interativa para espécies necrdfagas de larvas de primeiro
estadio de Calliphoridae neotropicais, que € de acesso gratuito e inclui 10 espécies de

importancia forense, além de glossario, e mais de 100 fotos e dicas de inicializagao da chave.

Palavras-chaves: imaturos; chave taxondmica; entomologia forense; identificagdo; pericia

criminal.
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7.2. Introducio

O uso de informacgdes bioldgicas, ecologicas e de distribui¢ao fornecidas pelos insetos
tem se tornado cada vez mais frequente e relevante no campo da pericia (Thyssen, 2011). No
ambito médico-legal, em particular, a entomologia forense pode contribuir com a estimativa do
intervalo pos-morte (IPM), a investigacao da causa da morte (em casos onde ha envolvimento
de consumo ou intoxicagdo por substancias toxicas, por exemplo), evidenciar situagdes de
negligéncia, impericia ou maus tratos, entre outros (Thyssen et al., 2011; Souza et al., 2013;
Thyssen et al., 2018).

Insetos da familia Calliphoridae (Insecta, Diptera), conhecidos popularmente como
moscas varejeiras, apresentam habitos alimentares e comportamentais bastante diversificados,
dentre os quais destacam-se a necrofagia e a sinantropia (Ferrar, 1987). Dadas tais
caracteristicas, muitas espécies de califorideos s3o comumente reportadas em corpos em
decomposicdo usando este substrato para alimentagdo ou para o desenvolvimento de seus
imaturos, inclusive estando associadas a todos os estdgios da decomposi¢do (Greenberg e
Kunich, 2002; Carvalho et al., 2004; Thyssen et al., 2018).

Até o presente sdo conhecidas mais de 20 espécies validas de Calliphoridae no Brasil,
excluindo aquelas que hd pouco tempo foram alocadas para a familia Mesembrinellidae
(Kosmann et al., 2013; Marinho et al., 2017). Para a obtengdo de uma estimativa acurada do
IPM com base em dados entomologicos € primordial a identificacao dos espécimes coletados
em cadaveres até o nivel especifico, visto que apenas a partir do diagnostico da espécie €
possivel acessar seus dados biologicos para posteriores andlises que se facam necessarias
(Thyssen, 2010, 2011). Ha chaves taxondmicas disponiveis para a identificagao dos califorideos
adultos registrados em territdrio brasileiro (e.g. Carvalho e Ribeiro, 2000; Grella e Thyssen,
2011), mas nao para as formas imaturas. Em geral, larvas e pupas t€ém sido diagnosticadas a
partir de comparacgdo direta da morfologia de certas estruturas de amostras que necessitam ser
dissecadas com desenhos esquematicos e pranchas dispostas aleatoriamente em uma ou
diversas publicacoes (e.g. Greenberg e Kunich, 2002; Thyssen, 2010). Outro fato que contribui
para ampliar o impedimento taxondmico entre as formas imaturas ¢ que para algumas espécies
sequer existem descrigdes (Thyssen e Linhares, 2007).

Com o intuito de tornar a taxonomia mais difundida e acessivel para o publico que
necessita alcangar o diagnostico de espécies, emergem as chaves interativas (Edwards e Morse,
1995; Dallwitz et al., 2000; Grella e Thyssen, 2011). Estas chaves além de permitir a inser¢ao

de recursos importantes tais como glossario de termos técnicos, dicas de inicializagdo da chave
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e vasto banco de imagens (e.g. Grella e Thyssen, 2011), sua interface intuitiva permite que o
usudrio identifique um espécime a partir de qualquer caractere, sem uma ordenagdo em
particular, elegendo a caracteristica que lhe parecer mais facilmente visivel em seu exemplar
(Edwards e Morse, 1995; Dallwitz et al., 2000).

Considerando o exposto acima, o objetivo deste estudo foi minimizar o impedimento
taxondmico associado as larvas de primeiro estadio de espécies de moscas pertencentes aos
géneros Calliphora, Chrysomya, Cochliomyia, Lucilia, Hemilucilia e Sarconesia
(Calliphoridae) registradas para o territorio brasileiro (Tabela 1), a partir da elaboragdo de uma
chave interativa. Espera-se que o uso desta ferramenta alternativa possa auxiliar a pericia em

casos cuja unica evidéncia sdo larvas de primeiro estadio.

7.3. Material e Métodos

Obtencao e preparo das amostras

Individuos adultos foram coletados ativamente em campo utilizando como iscas, figado
e moela de frango putrefeitos apos serem expostos 48 h sob condi¢des ambientais. Os adultos,
temporariamente acondicionados em gaiolas plasticas, foram levados ao laboratério,
identificados (Carvalho e Ribeiro, 2000; Grella e Thyssen, 2011) e transferidos, por espécie,
para gaiolas plasticas, as quais foram mantidas sob condi¢des controladas (27+1°C, 70+10%
UR, 12 h de fotoperiodo). Em seguida, a postura de ovos foi estimulada oferecendo uma por¢ao
de 50 g de carne bovina moida fresca para as fémeas. Os ovos obtidos foram removidos da
carne e depositados em frascos plésticos, contendo o mesmo substrato e mantidos sob as
mesmas condi¢cdes ambientais dos adultos. Aproximadamente entre 6 € 8 h apos a eclosao,
larvas de primeiro estadio de cada espécie foram recolhidas, mortas por imersdo em agua entre
70-80°C, e depositadas em frascos contendo alcool 70% (Adams e Hall, 2003) para posterior

analise.

Levantamento de caracteres e elaboracao da chave

Caracteres anatomicos internos e externos foram examinados, listados (em uma matriz
de dados usando o editor Mesquite® v. 3.70) e fotografados com auxilio de um
estereomicroscopio Discovery V. 12 Carl Zeiss® com sistema de captura de imagem Axiocam
MRc5 e software Zen Pro 2012® com profundidade de foco. O cefaloesqueleto, uma estrutura
interna, foi acessado por meio de dissecgdo e clarificacdo em solugdo de KOH 10% (Adams e

Hall, 2003). As ilustragdes foram produzidas por meio de camara clara acoplada ao
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estereomicroscopio. A chave interativa foi construida com auxilio do software LUCID®

Builder v.3.6 e depositada na plataforma LUCID® Player.

7.4. Resultados

As larvas de primeiro estddio sdo caracterizadas por apresentarem espiraculo
respiratorio anterior sem lobos, enquanto o espiraculo posterior, com peritrema fracamente
pigmentado, geralmente contém apenas uma fenda (Fig. 1). Para a elaboragao da chave foram
considerados caracteres com valor diagndstico: (i) internos: presenga, forma, pigmentacao e
tamanho das estruturas que compdem o cefaloesqueleto tais como o gancho oral, labro, brago
lateral, ponte dorsal, fragma tentorial, cornos dorsal e ventral e esclerito intermediario (Fig. 1);
(i1) externos: cristas orais do pseudocéfalo e padrdo de distribuicdo de espinhos ao longo dos
segmentos do corpo larval (Fig. 1).

A chave interativa produzida neste estudo para as dez espécies de larvas de primeiro
estadio (Tabela 1), disponivel em portugués e em inglés, pode ser acessada através da URL:
https://keys.lucidcentral.org/keys/v4/chave-primeiro-larva-calliphoridae/. O software oferece
diversos recursos interativos como o relato das diferengas entre cada espécie para cada caractere
escolhido pelo usuario, amplo banco de imagens, e apontamento das caracteristicas mais criticas
para diagnostico (Fig. 2A-E). Além disso, optamos incluir como recursos extras um glossario
de termos técnicos, anotagdes para evidenciar mais facilmente uma dada estrutura nas imagens

contidas no banco de dados da chave e dicas para iniciar o uso da chave.

7.5. Discussao

Chaves de identificacdo para larvas de primeiro estadio de muscoides sdo escassas € nao
exclusivas para Calliphoridae, e também nao contemplam espécies brasileiras ou de relevancia
forense em sua maioria (Szpila et al., 2008, 2011, 2012, 2014a; 2014b, Szpila e Wallman,
2016). Além disso, todas as chaves taxondmicas disponiveis sdo do tipo convencional, isto €,
dicotdmica, a qual obriga o usudrio a seguir passos unidirecionais sem chance de escolher o
caractere anatomico que lhe ¢ mais facilmente perceptivel. Nesse sentido, chaves tradicionais
podem ser um fator limitante para alcancar o diagndstico de uma espécie cuja amostra possa
estar minimamente danificada e venha a perder uma estrutura que serd abordada para continuar

o trajeto da chave.
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O surgimento de novas tecnologias e a necessidade de minimizar o tempo gasto em
identifica¢des contribuiram para promover a criacdo de chaves automatizadas ou interativas
(Dallwitz, 2000), com o objetivo de complementar o método de identificagao convencional por
meio da chave interativa ou de multiplo acesso como ferramenta alternativa. Embora necessite
de uma base computacional, este tipo de chave possibilita uma abordagem mais intuitiva para
a pratica da identifica¢do, devido aos seus inimeros recursos disponiveis para auxilio na
identificacdo. A eliminagdo de espécies cujos atributos ndo condizem com as caracteristicas
escolhidas até que o usuario chegue a identificagdo final também oferece certa seguranga ao

Processo.
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Tabela 1. Lista de espécies de Calliphoridae de importancia forense registradas para o Brasil

que estdo contempladas na chave interativa.

Taxa
Calliphora sp. Mello Cochliomyia macellaria (Fabricius)
Chrysomya albiceps (Wiedemann) Lucilia cuprina (Wiedemann)
Chrysomya megacephala (Fabricius) Lucilia eximia (Wiedemann)
Chrysomya putoria (Wiedemann) Hemilucilia semidiaphana (Rondani)

Cochliomyia hominivorax (Coquerel) Sarconesia chlorogaster (Wiedemann)
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Figura 1. A titulo de exemplo, larva de primeiro estadio de Calliphoridae, em vista lateral [A] e em
detalhe os espinhos (esp), ultimo segmento abdominal, em vista posterior [B] exibindo os espiraculos
respiratorios (ep), cefaloesqueleto em vista lateral [C] e pseudocéfalo em vista ventral [D]. Em: go=
gancho oral; bl= brago lateral; Lb= labro; ei= esclerito intermediario; pd= ponte dorsal, ft= fragma
tentorial; ¢d= corno dorsal; cv= corno ventral.
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Figura 2. Interface da chave interativa para larvas de primeiro estadio de Calliphoridae de importancia
forense do Brasil. Em: [A] janelas e barra de recursos do software, [B] lista de caracteres e estados
disponiveis para o usudrio, [C] janela que exibe os caracteres que foram selecionados pelo usuario, [D]
lista de espécies disponiveis na chave e [E] espécies eliminadas no decorrer do uso da chave.
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8. Conclusdes gerais

Neste estudo estdo sendo fornecidas descricdes morfologicas detalhadas, incluindo
imagens e ilustragdes, para larvas de primeiro e terceiro estadio de espécies de Calliphoridae
de importancia forense para o Brasil e para a regido Neotropical. Para ao menos uma das
espécies endémicas a descricao das formas imaturas esta sendo feita pela primeira vez.

Como observado entre outros taxa de Diptera da Infraordem Muscomorpha, as
caracteristicas anatomicas das larvas de ambos estadios t€ém alguma variagao intraespecifica e
pouca interespecifica. No segundo caso, resulta que restam poucos caracteres diagndsticos, o
que pode tornar o processo de identificagdo mais trabalhoso. Dentre as caracteristicas com
maior valor diagnostico se destacaram o cefaloesqueleto (forma, tamanho e pigmentagdo),
espinhos (forma e pigmentacdo), tubérculos (presenca ou auséncia) e papilas (distribui¢do).
Quanto as chaves para identificagdo, estdo sendo apresentadas pela primeira vez chaves para
larvas de primeiro estddio. Também ¢é a primeira vez que se propde uma chave de multiplo
acesso e interativa para larvas de primeiro e terceiro estadios.

Nas chaves dicotOmica e interativa/multiplo acesso para larvas de primeiro estadio
foram listados 13/36 e 18/44 caracteres/estados de caracteres, respectivamente, enquanto que
para as de terceiro estddio foram listados 27/55 e 26/70 caracteres/estados de caracteres,
respectivamente. Em suma, é possivel observar que nao ha uma diferenca muito relevante em
termos de nimeros de caracteres/estados entre os dois tipos de chaves aqui elaborados, apenas
na forma de apresentacdo ao usuario final. Levando em conta o numero de recursos e
ferramentas extras disponiveis nas chaves interativas € possivel deduzir que este instrumento
possa contribuir mais assertivamente para a diminui¢ao do impedimento taxondmico do que os
instrumentos tradicionais, embora nenhum teste para avaliar a percepcao de usudrios tenha sido

conduzido neste estudo.
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10. Material Suplementar

Espécies

Calliphora latifrons
Hough

Calliphora lopesi Mello

Calliphora nigribasis
Macquart

Calliphora vicina
Robineau-Desvoidy

Chlorobrachycoma
splendida Townsend, 1918

Chloroprocta idioidea
(Robineau-Desvoidy)

Habito
alimentar/comportament
0

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

Material Suplementar [1]

Condicoes ambientais em que
0S corpos estavam expostos

Outdoor: floresta

Indoor: urbano

Outdoor: floresta, ecotono

Outdoor: floresta, estepe,
ecotono

Outdoor: urbano

Outdoor: floresta, restinga,
caatinga, rural

Distribuicao

ME

BR, AR, EC, UR

AR, BO, CO, EC, PE, VE

BR, AR, CO, CH, CU, PN, UK,
UR, VE

BO, CO, EC, PE

BR, AR, BA, CO, CR, CU, EC,
ES, GU, FG, GT, ME, NI, PN,
PG, PE, TT, VE, DR
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Chrysomya albiceps
(Wiedemann)

Chrysomya megacephala
(Fabricius)

Chrysomya putoria
(Wiedemann)

Chrysomya rufifacies
(Macquart)

Cochliomyia hominivorax

(Coquerel)

necrofago; predador Outdoor: caatinga, cerrado,
floresta, restinga, estepe, rural,
ecotono, campos; Indoor:
urbano

necrofago Outdoor: caatinga, floresta,
restinga, pampa, rural, ec6tono;
Indoor: urbano

necrofago Outdoor: caatinga, cerrado,
floresta, restinga, rural; Indoor:
urbano
necrofago; parasita Outdoor: urbano
parasita Outdoor: floresta, cerrado;

Indoor: urbano

BR, AR, BO, CO, EC, DO, GT,
NI, PG, PE, PR, UR, VE

BR, AR, CO, DO, DR, GAT, JA,
ME, NI, PR, PE, VE,

BR, AR, BO, CO, PN, PG, PE,
VE

AR, CO, CU, DO, GT, JA, ME,
PR

BR, AR, BA, CH, CO, CR, CU,
DR, EC, FG, GAT, GT, JA, ME,
NI, PN, PE, PR
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Cochliomyia macellaria
(Fabricius)

Cochliomyia minima Del
Ponte

Compsomyiops
arequipensis (Mello,
1968)

Compsomyiops callipes
Bigot

Compsomyiops fulvicrura
(Robineau-Desvoidy)

Compsomyiops verena
Walker

Hemilucilia segmentaria
(Fabricius)

Hemilucilia semidiaphana
(Rondani)

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

Outdoor: caatinga, floresta,
rural, ecotono

Outdoor: rural

Outdoor: floresta

Outdoor: rural

Outdoor: estepes, ecotono

Outdoor: floresta, rural

Outdoor: cerrado, floresta,
ecotono, campos, rural; Indoor:
urbano

Outdoor: floresta, rural;
Indoor: urbano

BR, AR, BA, BEL, BER, BO,
CA, CH, CO, CR, CU, DR, EC,

GAT, GT, GU, HO, JA, ME, NI,

PN, PG, PE, TT, UR, VE

CU, DR, JA, IV, PR

BO, CO, EC, PR

BO, ME

BR, AR, BO, CH, GU, ME, UR

AR, CO, CR, PE, VE

BR, AR, BO, CH, CO, CR, EC,
ES, GT, GU, ME, PN, PG, PE,
TT, VE

BR, AR, BO, CO, CR, EC, GT,
GU, ME, PN, PG, PE, TT, VE
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Lucilia cluvia (Walker)

Lucilia cuprina
(Wiedemann)

Lucilia eximia
(Wiedemann)

Lucilia mexicana
(Macquart)

Lucilia purpurascens
(Walker)

Lucilia sericata (Walker)

Paralucilia fulvinota
(Bigot)

Paralucilia paraensis

(Mello)

necrofago Outdoor: ecotono

Outdoor: floresta; campos;
Indoor: urbano

necrofago; parasita

necrofago; parasita Outdoor: caatinga, cerrado,

floresta, restinga, rural; Indoor:

urbano

necrofago Outdoor: floresta; Indoor:
urbano
necrofago Outdoor: urbano
necrofago Outdoor: ecotono; Indoor:
urbano
necrofago Outdoor: floresta
necrofago Outdoor: floresta, rural,

ecotono

BA, CR, CU, GT, GAT, HO,
MA, ME, NI, PR, VE

AR, BA, BER, BR, CO, CU, EC,
HA, 1V, JA, ME, PE, PR, TT,
UR, PG, VE

BR, AR, BAR, BEL, BO, CH,
CO, CR, DO, DR, EC, ES, FG,
GT, GU, HO, IV, ME, NI, PE,
PN, PG, PR, SVG, SU, TT, UR,
VE

ME, GT, HO

BR, AR, BO, CO, CR, EC, GT,
ME, PE, PN, VE

BR, AR, BER, CH, CO, EC, PE,
VE

AR, BO, BEL, BR, CH, CO, CR,
EC, GT, GU, HO, ME, PN, PE,
VE

BR, CO, CR, GT, GU, PN, PG,
PE, SU, VE
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Ramos-Pastrana et al. 2018



Paralucilia pseudolyrcea
(Mello)

Phormia regina (Meignen)

Protophormia terraenovae
(Robineau-Desvoidy)

Sarconesia chlorogaster
(Wiedemann)

Sarconesiopsis
magellanica (Le Guillou)

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

necrofago

Outdoor: ecdtono, estepes,
rural

Outdoor: floresta, rural, urbano

Outdoor: floresta, urbano

Outdoor: rural, ecotono,
estepes; Indoor: urbano

Outdoor: floresta

BR, AR, BO, CO, PG

BA, ME

AR

BR, AR, BO, CH, EC, PG, PE,
UR

AR, BO, CH, CO, EC, PE
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Centeno et al. 2002; Armani et al., 2015;
Corréa et al. 2019

Vanin et al. 2008; 2009; Honda et al. 2008;
Malainey e Anderson, 2020

Benecke, 1998; Introna ¢ Campobasso,
1998; Grassberger e Reiter, 2002; Patitucci
et al. 2011%*; Moffat et al. 2016; Malainey e
Anderson, 2020

Centeno et al. 2002; Armani et al., 2015;
Corréa et al. 2019

Martinez et al. 2007

Note: AR= Argentina, BA= Bahamas, BAR= Barbados, BER= Bermudas, BEL= Belize; BO= Bolivia, BR= Brasil, CA= Caribe, CH= Chile, CO= Colombia, CR= Costa
Rica, CU= Cuba, DR= Dominican Republic, DO= Dominica, EC= Ecuador, ES= El Salvador, FG= French Guyana, GAT= Great Antilles, GT= Guatemala, GU= Guyana,
HA= Haiti, HO= Honduras, IV= Ilhas Virgens, JA= Jamaica, MA= Martinica, ME= Mexico, NI= Nicaragua, PE= Peru, PG= Paraguai, PN= Panama, PR= Puerto Rico, SU=
Suriname, SVG= Sao Vicente e Granadinas, TT= Trinidad and Tobago, UK= United Kingdon (Falkland islands), UR= Uruguai, VE= Venezuela

*Este € o tinico estudo para a espécie na regido Neotropical e foi conduzido utilizando iscas atrativas.
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Supplementary Material A

Instructions on how to access some Lucid™ features and important tips to overcome problems

with sample identification, both included in the key in the Portuguese and English versions.

Portuguese version: CONHECA ESTA CHAVE

I. Finalidade e modo de apresenta¢io da chave interativa

Esta chave foi elaborada para permitir a identificacdo de larvas de terceiro estadio de 12
espécies de Calliphoridae (Insecta, Diptera, Oestroidea) de importancia forense que podem ser
encontradas no Brasil e na regido Neotropical. Ela foi desenvolvida através do Lucid™
(www.lucidcentral.com) objetivando auxiliar peritos, estudantes e diversos profissionais com,
ou pouca, familiaridade com a taxonomia, na obten¢do de um diagndstico seguro e confiavel.
Adicionalmente, imagens e um glossario para termos técnicos foram incluidos ao longo de toda
a chave para oferecer mais suporte aos usuarios na interpretacao e visualiza¢ao dos caracteres
anatomicos.

Figura 1. Janela inicial da chave interativa para larvas de terceiro estadio de Calliphoridae. As
setas mostram: o icone por onde o usuario podera acessar, se desejar, o glossario, a partir de
um clique do mouse, para ver os termos técnicos relativos as caracteristicas que serdo vistas a
seguir; e as imagens dos caracteres anatomicos disponiveis naquele passo.

Features Available: 1

> E Conhega esta chave
~ Passo inicial: confirme se a larva & de Calliphoridae, Diptera de terceiro estadio

@ Caracleristicas diagnosticas

Espiraculos posteriores ndo se encontram dentro de uma cavidade na divisdo anal e suas fendas respiratérias, retilineas, formam um
angulo obliguo entre elas

Espiraculos posteriores podem ou nao estar presentes dentro de uma cavidade na divisdo anal e suas fendas respiratorias, retilineas
ou ndo, ndo formam um angulo obliquo entre elas

Espirdculo respiratério anterior com uma tinica abertura (frequentemente a estrutura parece ausente sob micrascopia comum), labro

.m presente no cefaloesqueleto, e peritrema no espirdculos respiratdrios posteriores fracamente pigmentado

£

'_ —— Espirdculo respiratério anterior com lobo desenvolvido e em forma de leque, auséncia do labro, gancho oral geralmente anguloso, e
##r espirdculos respiratdrios posteriores com peritrema fortemente pigmentado e contendo duas fendas cada

Antes de iniciar o processo de identificagdo, recomendamos que explore a chave de multiplo
acesso e seus variados recursos. Por exemplo, a interface do programa é composta por quatro


http://www.lucidcentral.com/
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janelas: na primeira, na parte superior ¢ a esquerda (= Feature available), estdo listados os
caracteres anatomicos e seus diversos estados, disponiveis para serem selecionados pelo
usudrio a qualquer momento em que deseje iniciar o exame do espécime a ser identificado; na
segunda, na parte inferior e a esquerda (= Feature chosen), aparecerdo aqueles caracteres e
estados que foram selecionados pelo usudrio na primeira janela, mas somente apos ter
completado ou confirmado a sele¢do da caracteristica escolhida; na terceira, na parte superior
e a direita (= Entities remaining) ¢ apresentada a lista de espécies registradas na chave; ¢ na
quarta, na parte inferior e a direita (= Entities Discarded), aparecera aquela espécie (ou
espécies, apos multiplas selegdes) que ndo contém o caractere selecionado pelo usuario na
primeira janela. O processo de selecdo e eliminacao ¢ dinamico até que reste apenas uma
espécie na terceira janela, a qual representard a “espécie identificada”.

II. Como usar a chave interativa?

Vocé deve iniciar pela primeira janela, onde encontrard um passo para confirmar se a larva a
ser identificada, de fato, ¢ de um taxon da familia Calliphoridae. O usuario somente tera acesso
aos passos seguintes da chave se selecionar o item que contém caracteres morfologicos que
distinguem larvas de Calliphoridae de larvas de outros dipteros ou outros insetos
holometabolos com morfologia similar.

Como a chave ¢ direcionada para a identificacdo de larvas de terceiro estadio, subsequente a
confirmacdo de Calliphoridae, o usuario devera confirmar em que estddio se encontra a larva
que esta examinando.

Finalmente, passadas as duas primeiras etapas vocé podera escolher qualquer caractere
anatomico, sem uma ordenagdo pré-definida. Recomendamos eleger primariamente os
caracteres mais acessiveis, isto €, aqueles que podem ser visualizados sem a necessidade de
disseccdo. Entre esses estdo os: espiraculos posteriores, papilas da divisdo anal, e bandas de
espinhos nos segmentos abdominais. Em certos casos esses caracteres podem ndo ser
suficientes para determinar a espécie. Entdo por onde recomecar a examinar seu espécime?
Consulte a barra de ferramentas na parte superior da chave, nela vocé encontrara muitos outros
recursos e dicas Uteis que interagem com o usuario.

II1. Outros recursos disponiveis na chave
Um resumo para cada uma das fungdes disponiveis na barra de ferramentas (Fig. 2) desta chave
de multiplo acesso pode ser visto abaixo.

Figura 2. Barra de ferramentas da chave Lucid™ versdao 4.0 (imagem original e mais
informagdes disponiveis em https://help.lucidcentral.org/lucid/lucid-player-toolbar/).



https://help.lucidcentral.org/lucid/lucid-player-toolbar/
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Toggle Prune
Restart Expand e Redundant

Key Tree Thubhails Subsets Features & Shortcuts Help

VoL v VY

L&) «t :l T L]

/A S B

Collapse Search Toggle Find Best Differences Why
Tree Entity Feature Between Discarded
Thumbnails Entities
- Restart key: usado para retornar a tela inicial e reiniciar a chave; limpa as opgdes

selecionadas e as espécies eliminadas, no caso da chave j4 ter sido usada uma vez.

-  Collapse tree: diminui a visualizagdo da lista de caracteres anatdmicos disponiveis e de
seus respectivos estados.

-  Expand tree: expande a visualizagdo da lista de caracteres anatomicos disponiveis e de

seus respectivos estados.

-  Search: localiza um caractere, estado ou espécie disponivel na chave.

-  Toggle feature thumbnails: mostra ou oculta imagens porventura disponiveis na se¢ao
de caracteres e/ou estados.

- Toggle entity thumbnails: mostra ou oculta imagens porventura disponiveis na se¢ao de
espécies.

> Subsets: “filtra” a chave criando “subgrupos”, a partir das informacdes fornecidas
pelo(a/s) autor(a/es) da chave; os subgrupos podem ser constituidos por caracteres ou por
espécies, de acordo com a escolha do usuario.

-  Find best feature: mostra qual ¢ o melhor caractere a ser observado, ap6s ter sido feita
a selecdo de qualquer caractere observado anteriormente, visando reduzir o caminho para a
identificacdo da espécie.

> Prune redundant features & states: remove quaisquer caracteres/estados que nao

tenham mais relagdo com o conjunto de espécies que ainda seguem listadas na terceira janela.
- Differences between entities: lista as diferengas entre os caracteres de cada espécie.

- Shortcuts: cria atalhos para alcancar a identificagdo da espécie, ao disponibilizar uma
lista de caracteres exclusivos para determinadas espécies.

-  Why discarded: mostra porque uma dada espécie, durante a tentativa de identificacao,

foi eliminada da terceira janela (neste caso, listando os caracteres que nao estdo associados a
espécie em questao).
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IV. Confirmando a identificacdo da espécie

Ao finalizar a identificagdo, isto ¢, quando restar apenas uma espécie na terceira janela,
recomendamos que revise os caracteres/estados anatdmicos avaliados em seu exemplar e
verifique se os mesmos sao idénticos as imagens disponiveis na chave.

V. E se eu nao conseguir identificar a espécie?

Se nao restar qualquer espécie listada na terceira janela, isto significa que nenhuma das

espécies contém os caracteres selecionados por vocé durante o processo de identificagdo.
Uma das razdes para isso pode estar associada a selecdo equivocada de um caractere ou estado.
Procure revisar cada um dos caracteres selecionados previamente e, se for o caso, simplesmente
desmarque a sele¢do equivocada. Outra alternativa pode ser reiniciar a chave para comegar seu
processo de identificagdo novamente. Nao se esquega também de explorar recursos disponiveis
na barra de ferramentas para guid-lo em algumas de suas decisdes.
Se apds revisar os caracteres e reiniciar a chave o problema persistir, € possivel que o exemplar
examinado pertenca a um taxon nao contido na chave por se tratar de uma espécie nova, uma
espécie recém introduzida e ndo documentada nesta regido geografica, ou entdo porque as
formas imaturas de uma espécie, cujo o adulto é conhecido, ainda ndo foram descritas. Em
qualquer uma dessas situagdes, recomendamos procurar um especialista.
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Supplementary Material B

Definitions glossary for each character and/or character state for the Portuguese and English
versions of the interactive key.

Portuguese version:

Abertura entre os cornos dorsal [CD] e ventral [CV]: distancia vertical entre as duas
estruturas presentes na regiao posterior do cefaloesqueleto.

Almofada anal [AA]: localizada na divisao anal, ¢ caracterizada pela presenca de dois lobos
laterais, um poro anal e um anus; espinhos distribuidos por todo seu tegumento, quando
observada ventral e posteriormente, podem ter valor diagnostico.

Area interbandas (= intersegmento) [AI]: espaco entre as bandas ou fileiras de espinhos
presentes em todos os segmentos corporais da larva.

Bandas (= fileiras) de espinhos: conjunto de espinhos dispostos em linhas horizontais (ou
concéntricos, exclusivamente no primeiro segmento toracico [T1] de larvas de terceiro
estadio). As bandas podem ser classificadas em completas (quando os espinhos circundam o
corpo por inteiro) ou incompletas. Em relacdo a posi¢do dos espinhos dentro de cada banda, as
fileiras podem ser classificadas em anteriores (quando os espinhos estio direcionados/voltados
para a regido posterior da larva) ou posteriores (quando os espinhos estdo
direcionados/voltados para a regido anterior da larva).

Barra parastomal (= barra paraclipeal) [BP]: estrutura, em geral, bem alongada localizada
na parte mais central do cefaloesqueleto e que se encontra fixada a placa vertical.

Botao espiracular (= cicatriz ecdisial): localizado na margem ventral ou ventromediana do
peritrema do espirdculo respiratorio posterior; a forma dessa estrutura entre as distintas
espécies pode variar de completo a incompleto (ou vestigial), ou até mesmo estar ausente.
Cefaloesqueleto: estrutura interna, composta por varios escleritos (gancho oral, esclerito
intermedidrio, esclerito oral acessorio, entre outros), presente nos segmentos anteriores da
larva; somente pode ser visualizado apds dissec¢do ou quando utilizada alguma técnica de
clareamento do tegumento.

Cinturao lateral de rastejamento (= area fusiforme lateral) [CLR]: conjunto de espinhos
muito proximos e concentrados (parecendo manchas) na lateral de alguns dos segmentos
abdominais; pode ndo estar presente em algumas espécies.

Corno dorsal [CD]: extremidade posterior e dorsal (= superior) do cefaloesqueleto, quando
visto lateralmente e com o gancho oral [GO] orientado para a esquerda.

Corno ventral [CV]: extremidade posterior e ventral (= inferior) do cefaloesqueleto, quando
visto lateralmente e com o gancho oral [GO] orientado para a esquerda.

Corpo da larva: composto por 12 segmentos, dos quais: 1 ¢ chamado de pseudocéfalo (= 1°
segmento [Pc]), 3 sdo denominados como segmentos toracicos (do 2° ao 4° segmento [T1-
T3]), 7 sao denominados como segmentos abdominais (do 5° ao 11° segmento [A1-A7]), € o
ultimo corresponde ao segmento denominado como divisao anal (12° segmento [DA]). O inicio
e o fim de cada segmento sdao delimitados por evaginacdes proeminentes do tegumento.
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Esclerito intermediario (= esclerito hipostomal) [EI]: estrutura que liga os ganchos orais e
a placa vertical; este esclerito tem a forma da letra “H” quando o cefaloesqueleto € observado
ventralmente.

Esclerito oral acessorio (= esclerito oral) [EO]: localizado na parte anterior do
cefaloesqueleto e entre os ganchos orais.

Espinhos do primeiro segmento toracico [T1]: sdo aqueles localizados no segundo segmento
do corpo da larva; a variacao de formas dos espinhos, principalmente na regido mediana da
banda em que estdo localizados, tem valor diagndstico.

Espiraculo respiratorio anterior [EA]: presente no segundo segmento do corpo da larva
(também denominado como primeiro segmento toracico ou T1). No primeiro estadio larval tem
uma Unica abertura, por isso, frequentemente, a estrutura parece ausente sob microscopia
comum. Nos segundo e terceiro estadios larvais apresenta lobos (= projecdes digitiformes) bem
desenvolvidos e, em geral, sua forma lembra um leque. Cada larva contém um par de EA,
presente nas regioes laterais do corpo.

Espiraculo respiratorio posterior [EP]: presente na divisdo anal, ¢ uma estrutura composta
por fenda ou fendas (o ntimero varia entre 1-3 dependendo do estddio em que a larva se
encontra) ligadas as traquéias respiratorias [Tr], mais uma membrana que as circundam,
denominada como peritrema (cuja forma lembra um anel, especialmente nos segundo e terceiro
estadios). Cada larva contém um par de EP.

Gancho oral [GOJ: par de estruturas apicais do cefaloesqueleto; sua extremidade anterior se
assemelha a dentes com graus de curvatura menos ou mais acentuadas (no segundo caso,
lembrando um semicirculo) que variam de acordo com a idade da larva, assim como com a
espécie.

Hipofaringe [HI]: ¢ a entrada para o sistema digestorio da larva; esta localizada entre os cornos
dorsal [CD] e ventral [CV] e somente pode ser examinada quando o cefaloesqueleto esta
posicionado ventralmente.

Labro [Lb]: presente acima do gancho oral [GO] e observado exclusivamente em larvas de
primeiro estadio.

Papilas dorsais [P1-P3]: estruturas conicas, ou arredondas, localizadas na por¢do dorsal da
divisdo anal [DA], arranjadas em pares, trés de cada lado do corpo da larva.

Papilas ventrais [P4-P7]: estruturas conicas, ou arredondas, localizadas na porc¢ao ventral da
divisdo anal [DA], arranjadas em pares, quatro de cada lado do corpo da larva, das quais trés
sdo bem desenvolvidas e facilmente visiveis, € uma diminuta.

Peritrema: membrana que envolve a(s) fenda(s) respiratoria(s) do espirdculo respiratdrio
posterior [EP]; dependendo da espécie, ou do estddio larval, pode variar em forma e
pigmentacdo, por isso esta estrutura tem valor diagnostico (para conhecer outros detalhes
consultar a descricao de “espirdculo respiratorio posterior”).

Traqueias respiratorias [Tr]: em forma de tubo, percorrem internamente o corpo da larva,
conectando-se ao meio externo através das fendas dos espirdculos respiratorios posteriores.
Somente podem ser visualizadas quando a larva € examinada dorsalmente e seu tegumento nao
se encontra opaco; em condi¢ao contraria, a disseccao € recomendada. Pigmentacdo total ou
parcial associada a esta estrutura pode ter valor diagndstico.
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Pigmentacido externa ao corno dorsal: pigmentagdo que se projeta acima do corno dorsal
[CD], comumente associada ao grau de esclerotizagao e a idade larval.

Tegumento: ¢ o tecido que reveste externamente a larva e assegura protecao aos seus Orgaos e
estruturas internas. Variagdes de textura e algumas de suas estruturas anexas podem ter valor
diagnostico.
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