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RESUMO

SIMULIOFAUNA (SIMULIIDAE: DIPTERA) DO PARQUE NATURAL
MUNICIPAL ATALAIA (RIO DE JANEIRO): IDENTIFICACAO, ECOLOGIA, E
BIOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO

Willian Rodrigues da Costa Marinho

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Nunes da Fonseca
Co-orientador: Prof. Dr. Ronaldo Figueird

Co-orientadora: Prof2. Dr2. Natalia Feitosa

Resumo de dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacao, Campus UFRJ- Macaé Professor Aloisio Teixeira,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais e Conservacao.

Estudos de Biologia da Conservacdo e de Biodiversidade focam na identificacdo de
organismos vertebrados, como mamiferos, aves, répteis. Artropodes constituem um filo
que corresponde a cerca de 75% das espécies do planeta, todavia sdo pouco estudados
em estudos de avaliacdo de fauna. Assim, o Parque Atalaia corresponde a uma &rea de
mais de 1000 hectares de Mata Atlantica preservada e foi escolhido como sitio para um
levantamento da entomofauna da familia simuliidae. Filogeneticamente, os simulideos
sdo um importante grupo na base dos Diptera (mosquitos e moscas). Os estudos de
desenvolvimento embrionario dos Diptera se restringem a mosca Drosophila
melanogaster. O presente trabalho buscou avaliar: 1) A importancia dos fatores
abioticos na ocorréncia de espécies de simulideos no Parque Natural Municipal Atalaia;
2) Analisar preliminarmente o desenvolvimento embrionario de Simuliidae a partir de
coletas in loco e de um sistema de criacdo dessa familia em laboratério. Desta forma, no
presente trabalho foram encontradas e catalogadas sete espécies, dentre elas:
Simulium(Psaroniocompsa)  anamariae,  Simulium  (Psilopelmia)  perflavum,
Simulium(Chirostilbia) pertinax, Simulium (Chirostilbia) subpallidum,Simulium
(Inaequalium) inaequale, Simulium (Psaroniocompsa) auripellitum e Simulium
(Inaeuglaium) subclavibrachium. Além disso, notou-se que os fatores abidticos que
influenciaram positivamente na proliferacdo e dispersdo dessas espécies foram pH e
condutividade elétrica da dgua. Ainda nessa pesquisa, obteve-se a criacdo de simulideos
durante dezesseis dias e a possivel identificacdo de estruturas do embrido de Simullidae,
como: leque cefalico, regido anterior e posterior do embrido, disco anal e segmentos
toracicos. Em conclusdo, nossos resultados mostram a importancia de levantamentos da
entomofauna de Simullidae da regido, bem como estudos de Biologia do
Desenvolvimento para compreensdo do desenvolvimento desses dipteros.

Palavras-chave: Entomofauna; Mosquitos; Evo-Devo, Entomologia.



ABSTRACT

SIMULIOFAUNA (SIMULIIDAE: DIPTERA) DO PARQUE NTURAL MUNICIPAL
ATALAIA (RIO DE JANEIRO): IDENTIFICACAO, ECOLOGIA, E BIOLOGIA DO
DESENVOLVIMENTO

Willian Rodrigues da Costa Marinho

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Nunes da Fonseca
Co-orientador: Prof. Dr. Ronaldo Figueird

Co-orientadora: Profé. Dra. Natalia Feitosa

Resumo de dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Ambientais e Conservacdo, Campus UFRJ- Macaé Professor Aloisio Teixeira,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos
necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias Ambientais e Conservacao.

Studies of Conservation Biology and Biodiversity focus on the identification of
vertebrate organisms such as animals, birds, and reptiles. Arthropods consisting of a
field that corresponds to about 75% of the species of the planet however are studied in
studies of fauna evaluation. Thus, the Atalaia Park corresponds to an area of more than
1,000 hectares of preserved Atlantic Forest and was idealized as a site for the survey of
the entomofauna of the Simuliidae family. Phylogenetic ally the simmers are an
important group at the base of dipterans (mosquitoes and flies). Embryonic
development studies of the ducts are restricted to the Drosophila melanogaster fly. The
present work aimed to evaluate: 1) The importance of factors in the proliferation of
Simuliidae species in the Atalaia Park; 2) Preliminary analysis of the embryonic
development of Simuliidae from in situ collections and a laboratory capture system.
Keywords: Simulium anamariae, Simulium perflavum, Simulium pertinax, Simulium
subpallidum,  Simulium inaequale, Simulium auripellitum and  Simulium
subclavibrachium. In addition, we noted that the abiotic factors that influenced the
proliferation and dispersion of the species for pH and conductivity of the water. Also in
this work, simulators were created for ten days and a possible identification of
structures of the Simuliidae embryo as: cephalic fan, anterior and posterior region of the
embryo, anal discotheque and thorax segments. In conclusion, the results of the studies
show an importance of the surveys of the Simuliidae entomofauna of the region, as well
as the developmental biology studies for the understanding of Diptera.

Keywords: Entomofauna, Mosquitoes, Evo-Devo.
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Figura 6: Ponto de coleta ATA 01, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia,
estd inserido no cdrrego do Mirante. Esse ponto se encontra na sede do Parque, perto
dos dormitérios e nele ha um cano formando um pequeno lago, onde os visitantes

utilizam para lazer.

Figura 7: Ponto de coleta ATA 02, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia,
estd inserido no corrego do Mirante. Esse ponto se encontra perto da ponte de corda,
nele ha um cano formando uma cascata, onde os visitantes podem utilizar para banho.
Essa também é uma area bem aberta e que se encontra no meio de uma das trilhas do

Parque.

Xiv


http://www.odebateon.com.br/

Figura 8: Ponto de coleta ATA 03, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia,
estd inserido na trilha do corrego do Atalaia. Esse é o primeiro ponto de coleta dessa
trilha. E uma area com pequenas clareiras localizadas ao longo do curso do riacho, mas

em sua maior parte o riacho é sombreado com muitas areas escuras.

Figura 9: Ponto de coleta ATA 04, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia,
estd inserido na trilha do corrego do Atalaia. Esse é o segundo ponto de coleta dessa
trilha. E uma &rea bem aberta, com clareiras. O riacho, nesse ponto, é cortado por uma

ponte que passa no meio da trilha.

Figura 10: Ponto de coleta ATA 05, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia,
esta inserido na trilha do cérrego do Atalaia. Esse € o terceiro e ultimo ponto de coleta
dessa trilha. E uma area com a mata fechada, com poucas areas de clareiras. Ha nesse
ponto uma interferéncia da CEDAE, em que a empresa possui uma caixa d’ agua e

periodicamente realiza a manutenc¢ao e inspecao da agua nesse ponto.

Figura 11: Estagio de pupa de simulideo. Em A- Pupa de S. inaequale com tricomas
cefalicos com 2 a 4 ramos indicadas pela seta vermelha. Em A’- Tricomas cefalicos
visto em aumento maior de 60x B- pupa de S. subclavibrachium de filamentos
branquiais com porcdo final suavemente espessadas ou apice “mamiliforme” como
indicado pela seta em vermelho. Em B’- Apice do filamento branquial com aspecto

mamiliforme em aumento de 60x.

Figura 12: Estagio de pupa de simulideos. Em A- Pupa de S. auripellitum com
ramificacdo secundaria do ramo primario ventral mais préximo da base como indicado
pela seta em Vermelho. Em B- A regido circular destacada em vermelho mostra o
casulo da pupa de S. anamariae, com duas projecdes na base C- Pupa de S. anamariae

com oito filamentos branquiais como indicado pela seta vermelha.

Figura 13: Andlise taxondmica do estagio larval e estagio de pupa de simulideos. Em
A- A regido circulada em vermelho mostra os dentes do hipostémio de S. perflavum, B-
A regido circular em vermelho mostra a mancha da capsula cefalica com uma mancha
longitudinal e duas manchas laterais. Em C- Casulo da pupa de S. perflavum, com uma
constricdo na abertura do casulo e em D- pupa composta de oito filamentos branquiais

como mostrado pelas setas em vermelho.
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Figura 14: Analise taxondmica do estagio larval e estagio de pupa de simulideos. Em
A- A regido circulada em vermelho mostra os dentes do hipostémio de S. pertinax, B- A
regido circular em vermelho mostra a mancha da cépsula cefalica com uma forma
pentagonal. Em C- Casulo da pupa de S.pertinax, com tramas compactas e em D- pupa
composta de oito filamentos branquiais arqueados como indicado pelas setas em

vermelho.

Figura 15: Anélise taxondmica do estagio larval e estagio de pupa de simulideos. Em
A- A regido circulada em vermelho mostra os dentes do hipostdmio de S.subpallidum,
B- A regido circular em vermelho mostra a mancha da capsula cefalica com uma forma
de seta. Em C- Casulo da pupa de S.subpallidum, com tramas ndo compactas e em D-
filamentos branquiais ramificando-se proximos da base indicados pelas setas em

vermelho.

Figura 16: Riqueza de espécies por campanhas de coleta no Parque Natural Municipal
Atalaia. Gréafico obtido pelo programa Microsoft Excel 2010, a partir dos dados
tabelados. Na Estacdo Chuvosa foram realizadas trés coletas e na estacdo seca, duas

coletas.

Figura 17: Riqueza de espécies por pontos de coleta no Parque Natural Municipal
Atalaia. Gréafico obtido pelo programa Microsoft Excel 2010, a partir dos dados

tabelados. Foram realizadas cinco coletas em cada um dos pontos.

Figura 18: Andlise de correspondéncia candnica (CCA) para a distribuicdo de espécies
na fase de larva em relacdo as varidveis ambientais nos cérregos estudados do Parque
Natural Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro. Onde se Ié: S.inaequale = Simulium
inaequale; S.subpa= Simulium subpallidum; S.perti= Simulium pertinax, S.perfl=
Simulium perflavum; Condutiv= Condutividade (uS); Salinida= Salinidade (uS); pH=
pH; Vaz.o (m = Vazdo (m/s?); Temperat= Temperatura da agua (°C); 'O2 disso= 02
dissolvido (%); 202 disso= O2 dissolvido (mg/L). Destaque no circulo azul para a

variavel significativa condutividade (p-valor < 0,05).

Figura 19: Andlise de correspondéncia candnica (CCA) para a distribuicdo de espécies
na fase de pupa em relagdo as variaveis ambientais nos corregos estudados do Parque
Natural Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro. Onde se lé: S. anamr= S.
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anamariae; S. subcl= S. subclavibrachium; S.inaequale = Simulium inaequale;
S.subpa= Simulium subpallidum; S.perti= Simulium pertinax, S.perfl= Simulium
perflavum; Condutiv= Condutividade (uS); Salinida= Salinidade (uS); pH= pH; Vaz.o
(m = Vazédo (m/s?); Temperat= Temperatura da agua (°C); 02 disso= O2 dissolvido
(%); 202 disso= 02 dissolvido (mg/L). Destaque no circulo azul para a variavel

significativa pH (p-valor < 0,05).

Figura 20: Fatores abioticos que influenciam diferencialmente a ocorréncia de
diferentes pontos do PNMA. Diagrama de ordenacdo do tipo Escalonamento
Multidimensional Ndo métrico (NMDS) construido a partir do indice de dissimilaridade
de Bray-Curtis para coletas de larvas nas duas campanhas de coletas: estagdo chuvosa e
estacdo seca para os cinco pontos de coleta do Parque Natural Municipal Atalaia
correlacionando com os fatores abidticos analisados. Onde se 1é: 1= ATAO0L, 2=ATAO02,
3=ATAO03, 4=ATA04 e 5=ATAO05.

Figura 21: Fatores abioticos influenciam diferencialmente a ocorréncia de diferentes
pontos do PNMA. Diagrama de ordenacdo do tipo Escalonamento Multidimensional
N&o métrico (NMDS) construido a partir do indice de dissimilaridade de Bray-Curtis
para coletas de pupas nas duas campanhas de coletas: estacdo chuvosa e estacdo seca
para os cinco pontos de coleta do Parque Natural Municipal Atalaia, correlacionando
com os fatores abidticos analisados. Onde se 1é: 1= ATAOL, 2=ATA02, 3=ATAO03,
4=ATA04 e 5=ATA05.

Figura 22: Arvore obtida com auxilio do programa Mega-X Molecular Evolutionary
Genetics Analysis, a partir do método Neighbor- Joining, em que 0 mesmo modelo
mostra a arvore mais parcimoniosa de relacOes filogenéticas entre as quatro espécies
cujo sequenciamento foi feito: S. anamariae, S. perflavum, S. pertinax e S. subpallidum.
As espécies destacadas em vermelho sdo encontradas no Parque Natural Municipal

Atalaia.

Figura 23: Aquéario numero 1 com 50 cm de comprimento, 25 cm de largura ,30 cm de
altura e volume calculado de 37,5 litros, para a criacdo de larvas de simulideos. Em A-
observa-se 0 aquéario de cima, em que 1: Cascata de &gua; 2: bomba filtro da marca
Sarlo Better e com vazdo de 60/170 L/h; 3: bomba de agua marca Sarlo Better mini e

com vazdo de 400/1000 L/h; 4: rocha; 5: vegetacdo artificial. Em B- Temos a vista
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lateral do aquério, devidamente identificado com nome do discente, laboratério e nome

do orientador.

Figura 24: Aquéario nimero 2 apresenta 35 cm de comprimento, 40 cm de altura, 30 cm
de largura, com volume calculado de 42 litros, destinado a criacao de pupas e adultos de
simulideos. Em A- observa-se o aquario lateralmente. Em B- Temos a vista dos
equipamentos internos do aquario, onde em 6: bomba de aeracdo que garante o
movimento da &gua; 7: recipiente de vidro para simular um corpo d’ agua; 8: placa de

petri com papel filtro onde as pupas permanecerao até a ecloséo.

Figura 25: As imagens a seguir representam em A- gaiola feita com potes plasticos de
tamanho 20x 30 cm e tampadas com Tulling, onde os simulideos foram mantidos e em
B- BOD de marca TecNal e modelo TE- 371.

Figura 26: Em A- Fitilhos de polietileno nas cores: 1- Branco, 2- amarelo-claro e 3-
azul-claro utilizado para obtencdo de ovos de simulideos em ambiente natural. Em B-
Fitilhos sendo colocados em ambiente natural. C- Massa de ovos coletados na fita de

cor amarela- claro.

Figura 27: Ovo de simulideo separado da massa de ovos e fotografado em

Estereoscdpio Leica M205.

Figura 28: Preferéncia de coloracdo em fitilhos de polietileno por fémeas de simulideos

do Parque Natural Municipal Atalaia.

Figura 29: Embrides de Simulideos corados com DAPI. Em (A/A’)- Regido anterior do
embrido, Al - cabeca e A2 — ocelos. Em (B/B’)- B1- Regido da pro-leg e regido
posterior em B2. Em (C/C’)- Regido anterior do embrido, com possivel regido do leque
cefélico em C1 e em (D/D’)- as setas D1 - Possiveis segmentos do embrido e D2-

possivel regido do disco anal. Barra de escala: 1 mm.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

A dissertacdo apresentada esta dividida e organizada da seguinte forma: O
primeiro capitulo, intitulado: “ldentificacdo, riqueza, distribuicdo e Ecologia da
familia Simuliidae no Parque Natural Municipal Atalaia”, apresenta a importancia
do Bioma Mata Atlantica, bem como os estudos com a familia Simuliidae nesse tipo de
bioma, a relacdo da sua distribuicdo, riqueza e abundancia no Parque Natural Municipal
Atalaia correlacionados com os fatores abioticos medidos na propria area do Parque,
além das relacGes filogenéticas do grupo na evolucdo dos dipteros. No segundo
capitulo, denominado: “Criacdo em laboratério e estudos de Biologia do
Desenvolvimento da familia Simuliidae do Parque Natural Municipal Atalaia”,
ser4 abordada a Familia Simuliidae como um possivel modelo de estudo de Biologia
Evolutiva do Desenvolvimento (EVO-DEVO), desde sua criacdo até sua manutencao
em ambiente laboratorial, bem como as caracteristicas embrionarias observadas pelo

nosso grupo de pesquisa ao longo do presente estudo.
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Capitulo 1

Identificacdo, riqueza, distribuicdo e Ecologia da familia

Simuliidae no Parque Natural Municipal Atalaia



INTRODUCAO

As areas consideradas especiais por suas caracteristicas naturais precisam de constante
protecdo, uma vez que sdo alvo de atividades antropicas de impacto. Visando a protecdo
dessas areas, o poder publico criou as unidades de conservacio (Parques, Reservas e Areas de
Protecdo Ambiental- APA’s). As APA’s sdo areas onde a prote¢do se concentra em uma
gestdo participativa e no trabalho pelo uso dos recursos naturais de forma sustentavel
(Jacintho 2003).

As &reas Naturais protegidas por meio de unidades de conservagdo garantem minimas
perturbacdes e intervencdes do ser humano nos recursos naturais. Essas unidades garantem a
preservacao e protecdo do patriménio natural existente (de Castro et al. 2008). Dessa forma,
por ser um bioma ameacado, devido a sua elevada diversidade bioldgica, a Mata Atlantica
tornou-se um importante hotspot de biodiversidade do mundo (Mittermeier et al. 2005).

A Mata Atlantica foi uma das florestas tropicais das Américas com maior numero de
hectares, cerca de 150 milhdes, apresentando condi¢cGes ambientais heterogéneas, desde
florestas muito Umidas, localizadas proximas a costa litoranea, até florestas mais secas,
localizadas no interior do continente. Distribui-se por 17 estados brasileiros, desde o Rio
Grande do Sul até o Rio Grande do Norte (Ribeiro et al. 2009; Moura 2006; DaSilva et al.
2011). A grande heterogeneidade topogréafica e climatica desse bioma Ihe confere uma alta
diversidade e endemismo de espécies, ja que, em termos de amostragem de espécies por Km?,
os biomas de Mata Atlantica e Caatinga sdo 0s que apresentam uma amostragem maior, com
mais coletas realizadas para grupos taxonémicos como aves, repteis e mamiferos, quando
relacionados com a Amazonia, Cerrado, Pampa e Pantanal (Leal and de Gusmdo Camara
2003, Oliveira et al. 2017).

Devido a sua heterogeneidade, a Mata Atlantica apresenta fitofisionomias diferentes
entre suas porgdes. Além disso, diversas formacgdes encontram-se associadas a esse bioma,
como: brejos, mangues, restingas e formagdes campestres de altitude (Tabarelli et al. 2005).

A partir da colonizacdo europeia ha 500 anos, o bioma Mata Atlantica passou a sofrer
processos de alteracdo de sua condigéo original, com concomitante perda de habitat, caca e
extracdo de recursos vegetais de importancia econdmica. Esses fendmenos tém levado a
exterminacdo de espécies raras e endémicas, além de acarretar em diversos exemplos de

espécies que passaram a figurar na lista de espécies ameacadas de extin¢do, sendo que
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algumas, muitas vezes, ainda nem foram estudadas (Silva 2015; Borém and Oliveira-Filho
2002).

Dentre os varios grupos ainda pouco estudados, no bioma Mata Atlantica e em areas
de protecdo ambiental desse bioma, encontram-se os artropodes. A falta de estudos com esse
grupo é relacionada, principalmente, ao seu padrdo de distribuicdo geografica por diferentes
habitats, o que leva a problemas de amostragem por pesquisadores e também a caréncia de
especialistas para diversos grupos (Oliveira et al. 2017). O filo Artrophoda é 0 mais numeroso
em relacdo a quantidade de organismos na Terra, mais de 1 milh&o de espécies conhecidas e
que, ao longo do tempo, desenvolveram caracteristicas que permitiram a conquista de
inmeros ambientes (Lester and Roubal 1995).

Dentro do filo Artrophoda estdo inclusos os insetos, um grupo animal abundante na
Terra, compreendendo, pelo menos, 75% das espécies de animais, com as mais recentes
estimativas atingindo mais de cinco milhdes de espécies. Esses organismos vivem na Terra ha
pelo menos 480 milhGes de anos e, durante o tempo de existéncia dos mesmos, evoluiram em
diversas formas, diversificaram-se em diferentes ordens e ocupam quase todos os habitat do
planeta (Grimaldi et al. 2005; Moura 2006).

Os insetos sdo dotados das mais diversas formas, ocupam diversos ecossistemas do
planeta e apresentam diferentes nichos ecoldgicos (Gullan et al. 2007). Dentre os insetos, 0s
Dipteras apresentam uma riqueza de espécies elevadas, com aproximadamente 152.000
espécies descritas (revisto por Schmidt-Ott and Lynch 2016). Esses organismos se
diferenciam dos demais pela presenca de um segundo par de asas reduzidas, chamadas de
halteres, que, segundo hipoteses evolutivas, apresentam a funcdo de equilibrio para os insetos
dessa Ordem (Balbierato 2016).

Além disso, sua importancia ecoldgica, econdmica, médica ou veterindria sdo
caracteristicas marcantes do grupo. Nessa ordem, encontra-se a familia Simuliidae, Dipteras
com distribuicdo mundial, encontrados em todas as regides do planeta, exceto nos polos
(Coppo and Lopes 2010). Os borrachudos (Diptera: Simuliidae) sdo uma familia de insetos
hematdfagos com distribuicdo global, desde os trépicos até o circulo artico, e com cerca de
2.351 espécies descritas (Adler and Crosskey 2018). Eles apresentam desenvolvimento
holometabolo, suas larvas séo encontradas em sistemas l6ticos, associados a substratos
rochosos, plantas aquaticas ou a folhicos represados (Maia et al. 2014).

Os ovos, larvas e pupas sdo fases aquaticas e os adultos alados se desenvolvem em

ambientes terrestres, apresentando uma longevidade que pode atingir até quatro semanas



(Coscaron and Arias 2007). Os adultos de simulideos sdo pequenos (2,2 mm — 6 mm), com
uma coloracdo variada: negra, amarronzada, avermelhada ou amarelada. As fémeas adultas
apresentam dependéncia por sangue, uma vez que este serve de alimento e participa do
processo do desenvolvimento e maturagdo dos ovarios, visando a producdo de ovos férteis
que garantam a perpetuacao da espécie (Maia-Herzog 1999).

Ap0os alimentarem-se com sangue do hospedeiro, as fémeas buscam o0s mais diversos
substratos (galhos, pedras e folhas) que se encontram cobertos ou parcialmente cobertos por
agua em movimento, com niveis de agitacdo de intensa a moderada, ja 0s machos se
alimentam de agUcares de flores e frutos. Dessa forma, ambientes como cachoeiras, rios e
corregos sao locais de criagdo desses organismos, onde ocorre uma postura media de 200 a
300 ovos por fémea (Baba and Takaoka 1991).

Cinco a seis dias ap0s a postura, 0os ovos podem eclodir de acordo com a temperatura
da agua e a espécie avaliada. Outros fatores abidticos como pH, condutividade elétrica e
nutrientes contidos na agua sao importantes para eclosdo dos imaturos (Landeiro et al. 2009,
Figueird et al. 2012). Fatores como altitude e a velocidade da correnteza também podem agir
sobre o desenvolvimento desses organismos (Grillet and Barrera 1997, Hamada et al. 2002,
McCreadie et al. 2006).

Apos a eclosdo da larva a partir do ovo, as larvas se fixam ao substrato, deslocando-se
sempre em direcdo a correnteza. As larvas permanecem presas ao substrato, com o auxilio de
um liquido viscoso produzido por suas glandulas salivares. O desenvolvimento larvar ocorre
em um periodo de aproximadamente 15 dias, com posterior formacdo do casulo e exuvia,
dando origem a forma de pupa. No periodo de quatro dias forma-se a pupa, que entdo rompe 0
casulo e libera 0 adulto alado para a superficie dentro de uma bolha de ar (Coscaron 1981).

Tanto as formas imaturas quanto adultas sdo sensiveis a alteracbes ambientais, o que
pode acarretar a proliferacdo ou extingdo desses organismos. Embora a proliferacdo excessiva
possa causar inumeras perturbacdes para o ser humano, os simulideos sdo organismos
importantes para estudos ecoldgicos e ambientais de ambientes I6ticos (Branco Junior 1991;
Coppo and Lopes 2010).

Os insetos aquaticos sao frequentemente utilizados como ferramentas de estudo na
busca pela compreensao e avaliacdo de alteracdes ambientais em ambientes I6ticos (Takeda et
al. 1997, Fonseca-Gessner and Guereschi 2000). O estudo de invertebrados aquéaticos permite
compreender as mudangas ecoldgicas oriundas de variagdes hidroldgicas. Portanto, o estudo



desses seres proporciona valiosa informacdo para o estudo de ambientes limnicos (Moulton
1998).

A flutuacao temporal da populacdo de organismos, como os simulideos em ambientes
I6ticos, é influenciada por fatoresfisico-quimicos. Essa alteracdo pode afetar o ciclo de vida e
até o predominio de espécies. Fatores fisicos, como as alteragdes antrépicas, podem
proporcionar o aumento da populacdo, levando, consequentemente, a ataques em seres
humanos, podendo também afetar sistemas agricolas e o setor de turismo (Dellome Filho
1991, Dellome Filho 1992).

O despejo de matéria organica nos cursos d’agua, causado pelo ser humano, é
consequéncia de um tratamento inadequado de dejetos oriundos de criagbes de animais
domésticos. Esse € um problema ambiental que causa o desequilibrio populacional de
simulideos nos corpos d’agua. A poluicdo contribui para o enriquecimento do ambiente,
aumentando a quantidade de alimento que favorece a proliferacdo desses insetos ou até
mesmo sua extin¢do do ambiente natural. Assim, a quantidade de alimento disponivel em um
ambiente pode levar a prevaléncia e abundancia desses organismos no ambiente (Castex et al.
1988).

Outro fator que proporciona o aumento de simulideos em uma regido sdo as mudancas
ocasionadas no fluxo de rios e riachos que podem causar modificacbes na oxigenagéo,
temperatura ou composi¢do quimica da agua. Logo, alterando-se a qualidade da agua também
se altera o desenvolvimento dos simulideos, uma vez que esse € um fator essencial para o seu
desenvolvimento (Santos et al. 2010). Assim, simulideos apresentam uma capacidade de
responder as modificacBes no ambiente de forma notével, ja que sdo organismos sensiveis a
qualquer modificacdo de carater bidtico ou abidtico em seu habitat (Oliver et al. 1998). Sendo
assim, simulideos apresentam uma resposta demografica e dispersiva bem rapida, a partir de
intervengdes antropicas, se comparado a organismos que apresentam um ciclo de vida longo
(Lewinsohn et al. 2005).

Uma explosdo populacional de simulideos em um determinado local pode se tornar um
problema preocupante, uma vez que esses organismos podem ser vetores de doencas, como a
Oncocercose, constituindo uma importante causa de morbidade no mundo (Tauil 2002). Em
continentes, como as Ameéricas, os simulideos sdo designados como os principais vetores da
Oncocercose, que apresenta como agente etiolégico a Onchocerca volvulus (Leuckart) (Sa
and Maia-Herzog 2003). Devido ao incbmodo que as reacOes e lesGes secundarias de suas



picadas causam nos seres humanos, os simulideos sdo mosquitos bem conhecidos pelas
pessoas (Maia et al. 2014; Strieder et al. 2006).

Dentre todas as espécies de Simulideos ja registradas, estima-se que 10% delas atacam
0 homem e os animais domesticos, e destas, 40 sdo de interesse médico ou veterinario como
vetores de doengas, além de suas picadas serem muito incomodas (Py-Daniel 2003). Por
possuirem um habito hematéfago voraz, as fémeas afetam e podem limitar atividades
rotineiras das pessoas, além de afetar negativamente o desenvolvimento econdmico de
algumas regides com vocacdo turistica e econémica (de Arruda Buffolo et al. 2016).

Dessa forma, o conhecimento das espécies que compde uma localidade, subsidia
informacbes para 0 manejo da biodiversidade local, o conhecimento das espécies que ali
ocorrem, o descobrimento de novas espécies para Ciéncia e ainda permite identificar espécies
que sdo bioindicadoras ambientais, além de possiveis espécies vetores (Mikkelsen and
Cracraft 2001). Portanto, 0s primeiros passos para a conservacdo de areas ambientais e da
biodiversidade é identificar, descrever, mapear e quantificar as espécies (Gondim et al. 2011).

Assim, essa pesquisa, que foi desenvolvida no PNMA pelo NUPEM/UFRJ,
proporcionou o conhecimento sobre as espécies presentes no Parque, possibilitando a sua
catalogacdo nesse fragmento de Mata Atlantica, por meio de analises morfologicas. Além, de

ter gerado dados iniciais sobre espécies encontradas no Brasil, acerca da filogenia deste

grupo.
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Figura 1: Estudos com insetos em unidades de conservagao, particularmente em destaque o
estudo com a familia Simullidae. A- Parque Natural Municipal Atalaia localizado no
municipio de Macaé. Imagem obtida: www.odebateon.com.br. B- Distribuicdo dos
organismos, classe Insecta como a ordem mais abundante da terra. Imagem Obtida de
Grimaldi & Engel, 2005. C- Adulto da familia simuliidae realizando repasto sanguineo.
Imagem obtida de: www.studio.fm.br. D- Pesquisa realizada pela Fiocruz- Fundagdo Oswaldo

Cruz com borrachudos. Imagem obtida de: https://www.youtube.com/watch?v=8Y ntzpbwZ0A.

OBJETIVOS

Identificar a fauna de Dipteros da familia: Simuliidae, encontradas no Parque Natural
Municipal Atalaia; verificar a diversidade, dominancia e equitabilidade dessa familia e avaliar

a influéncia de fatores abidticos na distribuicdo, riqueza e abundancia desses organismos.

METODOLOGIA

Area de estudo e pontos de coleta

O presente estudo foi realizado em riachos que compdem um remanescente de bioma
de Mata Atléntica na cidade de Macaé, no estado do Rio de Janeiro (Figura 1). Foram
amostrados dois corregos: o corrego Atalaia, que é composto de trés pontos de coleta (ATA
03, ATA 04 e ATA 05) e o corrego do Mirante, com dois pontos de coleta (ATA 01 e ATA
02), sendo o ponto ATA 01 localizado perto da sede do Parque. Esses cOrregos encontram-se
localizados na Bacia Hidrogréafica do Rio Macaé e inseridos no perimetro do PNMA. No
Parque, a estacdo chuvosa em nosso estudo foi delimitada de dezembro a maio e a estagéo

seca de junho a novembro.
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Figura 2: Localizacdo dos pontos delimitados no Parque Natural Municipal Atalaia. Macaé,
RJ. Os pontos que se encontram na linha vermelha representam aqueles localizados no
corrego do Mirante e os pontos marcados sobre a linha azul representam aqueles localizados

no corrego Atalaia.

Levantamento de Fauna Simuliidae:

Foram realizadas duas campanhas piloto nos meses de agosto e setembro de 2017,
antes das campanhas oficiais. Apds as coletas piloto, no ano de 2018, iniciaram-se as
campanhas oficiais de coleta no Parque. As campanhas foram separadas em dois blocos:
campanha de estacdo chuvosa, que correspondeu a transicdo entre as estacdes de verdo e
outono; e campanha de estacdo seca, que correspondeu a transicao entre inverno e primavera.
Com isso, foram feitas trés coletas na campanha chuvosa, correspondente aos meses de:
fevereiro, marco e abril, e duas coletas na campanha de estacdo seca, que correspondeu aos
meses de: agosto e setembro. As coletas foram realizadas uma vez por més, dentro dos meses
citados.

Os imaturos foram coletados a partir da investigacdo de folhas, pedras, galhos e
plantas aquaticas. Em cada ponto de coleta os substratos foram investigados por um tempo de
uma hora. Os exemplares obtidos foram acondicionados em tubos falcon de 15 ml,
etiquetados com papel vegetal escrito a caneta Nankin, contendo alcool etilico a 70%. No
papel vegetal foram discriminados os dados de coleta, como data de coleta, localizagdo, nome

do (os) coletor, marcacdo em GPS e ponto de coleta.



Figura 3: Investigacdo de folhicos, pedras e pedacos de troco atras de ovos e fases imaturas

de simulideos. Imagem obtida por: Alessandra da Silva de Alvarenga.

Para captura de individuos adultos, foram instaladas armadilhas de Malaise nos cinco
pontos de coletas. As armadilhas permaneceram nos pontos durante uma semana. Apos esse
periodo, as redes foram retiradas e os organismos capturados foram acondicionados nos
frascos de plastico da propria armadilha, preenchidos com &lcool 70%. Os exemplares foram
levados para o Laboratorio Integrado de Ciéncias Morfofuncionais, localizado no
NUPEM/UFRJ, onde foi feita a triagem do material, separando os insetos da familia
simuliidae dos demais, pertencentes a outras Ordens e Familias. Ressalta-se que individuos

adultos ndo foram encontrados nas armadilhas.

Figura 4: Instalacdo das armadilhas de Malaise para captura de adultos de simulideos, no
ponto de coleta ATA 02, localizado no corrego do Mirante, no Parque Natural Municipal

Atalaia. Imagem obtida por: Lucas Santos da Cruz.



Medic&o dos fatores abidticos:

Em cada ponto de coleta foram medidos os valores de temperatura da agua (°C),
temperatura do ar (°C), pH, oxigénio dissolvido O, (mg/L™) e (%), vazdo (m/s?),salinidade
(US), TDS (uS), condutividade (uS). Esses fatores abidticos foram medidos com o auxilio de
um condutivimetro e um oximetro das marcas YSI modelo 550A e EcoSence modelo
EC300A, gentilmente cedidos pelo laboratorio de Ecologia Aquatica do NUPEM/UFRJ.

Os padroes, espacial e temporal, de distribuicdo das espécies encontradas nas coletas
foram analisados através de técnicas de ordenacdo multivariada para extrair estes padrdes,
como CCA (Analise de Correspondéncia Canénica) e NMDS (Escalonamento
Multidimensional Ndo Meétrico). Para isso, utilizamos 0os programas estatisticos: Past 3.14 e

Canoco 4.5.

Figura 5: Aparelhos utilizados para fazer a medicéo dos fatores abiéticos. Em A- oximetro da
marca YSI, modelo 550A e m B- condutivimetro da marca EcoSence e modelo EC330A.

Identificagdo morfoldgica da familia Simuliidae do Parque Natural Municipal Atalaia,

Macaé, Rio de Janeiro, Brasil.

A identificacdo morfoldgica dos simulideos capturados foi realizada em laboratério e
inicia-se com a aplicacdo de um protocolo proposto por Maia-Herzog (2003), que consiste
em uma fase quimica de degradacdo das partes moles, fixacdo das partes rigidas, com
posterior separacdo dessas partes e montagem entre ldmina e laminula. Quando necessario, 0s

caracteres das larvas sdo fotografados para auxiliar na identificagéo.



As pupas sdo identificadas com base em caracteristicas externas aparentes. Para a
identificacdo taxondmica de larva e pupa, utilizou-se bibliografia especializada, como
(Hamada et al. 2014; Hamada et al. 2002; Hamada et al. 2006; Gil-Azevedo et al. 2005;, além
de outros trabalhos originais de descri¢do de espécies, uma vez que, para essa familia, ndo ha
chaves de identificacdo bem estabelecidas. A identificacdo foi realizada no Laboratério
Integrado de Ciéncias Morfofuncionais da UFRJ/ NUPEM, com auxilio de microscépio
optico Nikon model 80i e Lupa Olympus Phillipines modelo LZ2-LGCL. Posteriormente, 0s
organismos sdo fotografados e catalogados. As fotografias sdo obtidas na lupa Leica M205
presente no NUPEM.

Analise molecular e filogenética da familia Simuliidae do Parque Natural Municipal
Atalaia

No presente estudo foram utilizados organismos previamente identificados
morfologicamente por chaves dicotdmicas e literatura especializada. Foi utilizado um
individuo na fase de pupa de quatro das espécies encontradas nas coletas de campo: S.
perflavum, S. subpallidum, S. pertinax e S. anamariae. Com isso, realizamos a identificacéo
molecular pois esta diminui possiveis erros de identificacdo, uma vez que a plasticidade
fenotipica e a variabilidade genética nos caracteres empregados para o reconhecimento de
espécies podem, levar a uma identificacdo incorreta, essa abordagem omite taxas
morfologicamente cripticas, que sdo comuns em varios grupos, chaves morfoldgicas
freqlientemente sdo eficientes somente para um estagio do ciclo de vida e assim muitos
individuos ndo podem ser identificados e embora versdes interativas e modernas representem
o principal avan¢o, o uso de chaves de identificacdo muitas vezes demanda a necessidade de
recorrer a um especialista para ndo comprometer a identificacdo. Para realizar a extracgéo,
utilizamos Kit Extragdo Mini Spin Plus, da empresa BIOPUR, para extragdo de DNA
genémico de simulideos. O DNA genémico total dos simulideos foi isolado a partir da
maceracdo dos individuos previamente armazenados e fixados em solucdo de etanol 95%.
Esse processo foi realizado para cada um dos individuos separadamente.

Os organismos foram separados em microtubos eppendorfs de 1,5 mililitros e
permaneceram em temperatura ambiente por cerca de 30 minutos ou até secar completamente

0 alcool. Em seguida, foram adicionados 200 pL de Solucéo para Lise do Nucleo a amostra de
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tecido muscular no eppendorf procedeu-se com a maceragdo do tecido, utilizando um bastéo
plastico (pistilo) esterilizado. Apds a maceracao, foram colocados 20uL de Proteinase K, apos
esse processo as amostras foram homogeneizadas, realizando uma rapida centrifugacdo de 5
segundos, seguido de homogeneizacao, utilizando equipamento do tipo vértex. As amostras
seguiram entdo para incubagdo em banho seco a 56°C por 1 hora. ApGs esse processo, foram
adicionados 200 pL de tampdo B6 de ligacdo, ocorrendo novamente uma homogeneizagédo
utilizando o vértex e os microtubos foram identificados. Apos pipetar o tampédo de ligacéo, foi
realizada uma répida centrifugacdo novamente (spin), coletou-se todo sobrenadante, sendo
este Gltimo colocado em um tubo contendo uma “coluna”, tomando cuidado sempre para niao
coletar fragmentos da amostra. Logo apo6s, centrifugamos por 2 min a 13.000g. Descartou-se o
liquido no tubo abaixo da coluna e partimos para a etapa de lavagem. Nessa etapa, adicionou-
se 500 microlitros de tampéao | de lavagem, centrifugou-se por 1 min a 13.000g, descartou-se
o liquido filtrado e adicionou-se 8000 uL de tampdo Il de lavagem. Novamente, centrifugou-
se por 1min a 13.000g, descartou-se o filtrado com pipeta, centrifugou-se novamente por 4
min a 13.000g para eliminar todo etanol e colocou-se 80 pL de tampao de eluicdo. Apos essa
etapa, colocou-se para incubar a temperatura ambiente por 1 min, depois se colocou na
centrifuga a 800g por 1 min e entdo se usou o Nanodrop para quantificar o DNA. Em um
equipamento denominado Nanodrop 2000c (Thermo Scientific) utilizando as razbes de
(260nm/280nm e 260nm/230 n/m). Colocou-se um microlitro das amostras para realizar a
quantificacdo. Realizou-se a higienizacdo do Nanodrop com H20 de injecdo, clicar em Blank

no programa para zerar e apds Measure para quantificar (DO: 10-50ng/ mL).

Amplificacdo do DNA pela técnica de PCR

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR), do inglés Polymerase Chain Reaction é
uma técnica utilizada na biologia molecular para produzir copias em grande quantidade de
uma determinada sequéncia de DNA especifica de um genoma Saiki et al. 1988. A PCR
compreende trés etapas: desnaturacdo, anelamento dos primers (emparelhamento de
iniciadores) e extensdo do iniciador (Mullis et al. 1989). Cada um desses passos corresponde a
eventos distintos e requer a incubagdo da mistura da reagdo a diferentes temperaturas étimas
de funcionamento (Porta and Enners 2012). No presente estudo, o fragmento de DNA alvo foi

0 Gene da Subunidade | de Citocromo ¢ Oxidase (COIl) do genoma mitocondrial que foi
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amplificado, utilizando o par de iniciadores "universal” LCO 1490 ¢ HCO 2198 e Tag DNA
Polymerase (Promega) (Rivera and Currie 2009). Esse gene foi utilizado por ser bem
conservado em diferentes organismos. Foi incluido um controle negativo na amplificacdo
contendo todos os reagentes, incluindo o par de iniciadores, sem o DNA molde dos
simulideos, com a finalidade de verificar possiveis contaminagdes. A reacdo de PCR foi
realizada a um volume total de 25ul. O protocolo utilizado na PCR, programado no
termociclador, incluiu uma temperatura de desnhaturacdo inicial de 98°C por 3 minutos,
seguido de 35 ciclos de 95 °C durante 1 min, uma temperatura de anelamento de 40 °C
durante 1 min e extensdo com a Taq DNA polimerase a 72 °C durante 1,5 min, com uma

extensdo final de 7 min a 72 °C (Rivera, Martins et al. 2012).

Eletroforese em gel

A eletroforese em gel é uma técnica muito utilizada em anélises de macromoléculas,
como proteinas e acidos nucleicos. A eletroforese em gel de agarose € a técnica mais
difundida para separagdo de moléculas de DNA com relagdo ao tamanho (Magalhdes et al.
2005). A eletroforese de DNA é normalmente realizada em gel de agarose. A eletroforese em
gel pela acdo de um campo elétrico é uma técnica utilizada para separar e estimar o tamanho
de fragmentos de macromoléculas (Rivera et al. 2012). Os fragmentos de DNA, ao serem
expostos a um campo elétrico, migram em dire¢do ao polo positivo, uma vez que apresentam
carga negativa. Os produtos de PCR amplificados, nesse estudo, foram verificados quanto a
amplificacdo e ao tamanho dos fragmentos de agarose a 2% corados com 1,5uL Brometo de
Etideo (1pg/pL) a 100 v por 25 minutos, seguida de visualizagdo sob trans-iluminacéo de luz
ultravioleta (UV). A solucdo tampdo utilizada para a eletroforese foi o TBE
(Tris/Borato/EDTA) a concentracdo de 0,5X. Os géis foram fotografados e os arquivos

fotograficos armazenados em formato digital.

Sequenciamento

As extracdes, amplificacGes e purificacdo dos produtos do PCR foram realizadas no
Laboratorio Integrado de Ciéncias Morfofuncionais (LICM) do Instituto de Biodiversidade e
Sustentabilidade da Universidade Federal do Rio de Janeiro (NUPEM, Macaé, Brasil),
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enquanto o sequenciamento foi submetido a empresa Macrogen na Coréia, acompanhado dos

mesmos primers usados na amplificacdo (Weiss 2010).

Analise de Dados do sequenciamento

Os dados da sequéncia de DNA foram editados e alinhados usando parametros padroes
com Clustal, um programa usado para o alinhamento multiplo de sequéncias de DNA ou
proteinas (Higgins and Sharp 1989). No Bioedit sequence Alignment Editor, a sequéncia
analisada foi ajustada manualmente e verificada a qualidade do sequenciamento. Apos todas
as sequéncias terem sido editadas, analisamos a distribuicdo e o agrupamento das sequencias a
partir do modelo de evolucdo Tamura 3- parameter model (TP2) presentes no programa
Mega-X Molecular Evolutionary Genetics Analysis. Esse programa utiliza métodos
estatisticos de amostragem por boot strap, em que sdo realizadas 1000 replicatas, visando
estimar a frequéncia e a confiabilidade das bifurcacdes. Arvores filogenéticas entre as
espécies encontradas nas coletas de campo e sequéncias ja presentes no banco de dados

National Center of Biotechnological Information (NCBI).

RESULTADOS

Mapeamento e identificacdo dos pontos de coleta no Parque Natural Municipal Atalaia

Os pontos de coleta foram previamente selecionados e marcados com o auxilio de um
GPS. Além disso, os mesmos foram registrados por fotografia, como mostrado na tabela 1 e
figuras 6,7,8,9 e 10 a sequir:

Tabela 1: Localizacdo, latitude, longitude e caracterizacdo dos corregos amostrados no

Parque Natural Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro.

Ponto Altitude (m) Latitude Longitude Localizacéo
ATAO01 25 S 22°18°41.3 095°59°41.5” Corrego Mirante
ATAO02 52 S 22°18°46.2> 095°59°51.8” Corrego Mirante
ATAO3 37 S 22°18° 25.2> 0 95°59°50.8” Corrego Atalaia
ATA04 65 S22°18°21.9”” 090°0°25.8”  Corrego do Atalaia
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ATAQ5 110 S22°1819.4> 090°0°18.1”  Corrego do Atalaia

Figura 6: Ponto de coleta ATA 01, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia, esta
inserido no corrego do Mirante. Esse ponto se encontra na sede do Parque, perto dos
dormitérios e nele hd um cano formando um pequeno lago, onde os visitantes utilizam para

lazer.

Figura 7: Ponto de coleta ATA 02, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia, esta
inserido no corrego do Mirante. Esse ponto se encontra perto da ponte de corda, nele hd um
cano formando uma cascata, onde os visitantes podem utilizar para banho. Essa também é

uma area bem aberta e que se encontra no meio de uma das trilhas do Parque.
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Figura 8: Ponto de coleta ATA 03, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia, esta
inserido na trilha do corrego do Atalaia. Esse é o primeiro ponto de coleta dessa trilha. E uma
area com pequenas clareiras localizadas ao longo do curso do riacho, mas em sua maior parte

o riacho é sombreado com muitas areas escuras.

Figura 9: Ponto de coleta ATA 04, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia, esta
inserido na trilha do corrego do Atalaia. Esse é o segundo ponto de coleta dessa trilha. E uma
area bem aberta, com muitas clareiras. O riacho nesse ponto € cortado por uma ponte que

passa no meio da trilha.
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Figura 10: Ponto de coleta ATA 05, localizado no Parque Natural Municipal Atalaia, esta
inserido na trilha do cérrego do Atalaia. Esse é o terceiro e Gltimo ponto de coleta dessa trilha.
E uma area com a mata fechada, com poucas areas de clareiras. H4, nesse ponto, uma
interferéncia da CEDAE, onde a empresa possui uma caixa d” agua e periodicamente realiza a

manutencado e inspe¢do da agua nesse ponto.

Identificacdo de espécies de simulideos do Parque Natural Municipal do Parque Natural

Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro

Ao longo de todas as coletas, foram coletadas 1.253 larvas e 218 pupas de simulideos,
em que estas foram utilizadas para a identificacdo das espécies. Contudo, dos individuos
encontrados na fase larval, somente 721 larvas foram analisadas, pois encontravam-se em
estagio de Ultimo instar que permite uma andlise taxondmica mais adequada. A partir dessas
larvas, foram analisadas partes, como o dente do hipostdmio e a mancha da capsula ceféalica,
estruturas de importancia taxonémica. As pupas foram triadas e analisadas também a partir de
estruturas taxonémicas externas, como os filamentos branquiais, tricomas presentes, projecoes
e tramas do casulo. A partir dessa triagem, foram identificadas sete espécies de simulideos:
Simulium anamariae, Simulium perflavum, Simulium pertinax, Simulium subpallidum,

Simulium inaequale, Simulium auripellitum e Simulium subclavibrachium.

I) Simulium inaequale/ Simulium subclavibrachium
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As espécies Simulium inaequale e Simulium subclavibrachium pertencem ao
subgénero Inaequalium. Esse grupo apresenta uma dificil caracterizacdo para larvas e adultos,
sendo a identificacdo de seus individuos feita, na maioria das vezes, por meio das pupas
coletadas.

Foram coletadas 6 pupas de S. inaequale e 4 pupas de S. subclavibrachium. Ressalta-
se que a ocorréncia dessas duas espécies sé foi verificada na campanha de estagdo seca. Na
figura 11, podemos observar as pupas das duas espécies, classificadas a partir de caracteres
presentes na regido dorsal de S. inaequale e a ponta do filamento branquial suavemente
espessada e seus apices com constric¢ao do tipo “mamiliforme”.

No ponto de coleta ATA 03, obtivemos uma pupa e cinco larvas de S. inaequale
analisadas. Ja a espécie S. subclavibrachium foi registrada nos pontos ATA 01 e ATA 05,
com uma pupa encontrada no ponto ATA 01 e outras trés pupas no ponto ATA 05.Ressalta-se
que apenas os pontos ATA 03 e ATA 05 estdo localizados no cérrego do Atalaia. A

ocorréncia dessas espécies pode ser observada na tabela 2.

A Al

Figura 11: Estagio de pupa de simulideos. Em A- Pupa de S. inaequale com tricomas
ceféalicos com 2 a 4 ramos indicadas pela seta vermelha. Em A’- Tricomas cefalicos visto em
aumento maior de 60x B- pupa de S. subclavibrachium com filamentos branquiais com
porc¢ao final dos filamentos branquiais suavemente espessadas ou dpice “mamiliforme” como
indicado pela seta em vermelho. Em B’- Apice do filamento branquial com aspecto
mamiliforme em aumento de 60x.

I1) Simulium auripellitum/ Simulium anamariae

Simulium auripellitum e Simulium anamariae estrdo agrupados no subgénero
Psaronicompsa. Desse complexo de espécies, foi verificada a ocorréncia de quatro pupas para
S. auripellitum e 38 pupas de S. anamariae. Esse foi um complexo de espécies identificadas

somente através de morfologia das pupas, como mostrado na figura 12.
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Verificou-se que S. anamariae foi uma espécie com uma abundancia em todos os
sitios de coleta e que apareceu em todas as campanhas de coleta seca ou chuvosa. Contudo, na
campanha chuvosa essa espécie prevaleceu em todos os sitios de coleta. Diferentemente, na
campanha de coleta da estacdo seca, nota-se 0 desaparecimento dessa espécie nos sitios de
coleta ATA 01, ATA 03 e ATA 04, como mostrado na tabela 2. Essa pupa apresentava uma
caracteristica peculiar que a diferia das outras espécies, pois era a unica que apresentava um
casulo com duas projecdes.

A espécie S. auripellitum ja apresentou uma baixa, com apenas quatro individuos
identificados e aparecendo em apenas dois sitios de coleta: ATA 02 e ATA 05, como descrito
na tabela 2. Essa mesma espeécie soO foi identificada durante a campanha de estagéo seca e foi
identificada devido a uma ramificacdo secundaria do ramo primario ventral localizado

proximo da base, como podemos observar na figura 12.

Figura 12: Estagio de pupa de simulideos. Em A- Pupa de S. auripellitum com ramificacéo
secundéaria do ramo primario ventral mais proximo da base, como indicado pela seta em
vermelho. Em B- A regido circular destacada em vermelho mostra o casulo da pupa de S.

anamariae, com duas projecGes na base C- Pupa de S. anamariae com oito filamentos
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branquiais, como indicado pela seta vermelha.

I11) Simulium perflavum

Simulium perflavum foi a Unica espécie encontrada nas coletas que pertence ao
subgénero Psilopelmia. Foram coletadas e analisadas 422 larvas e 113 pupas dessa espécie.
Foram identificados organismos na fase de larva e pupa, em que na fase larval utilizaram-se
caracteres, como os dentes do hipostdbmio e mancha da capsula cefélica, e na fase de pupa,
caracteres como o casulo e a quantidade de filamentos, como observado na figura 13. Essa foi
uma das espécies que, junto com S. anamariae e S. subpallidum, apareceu nas duas
campanhas de coleta. Além disso, foi a espécie mais abundante, se comparada com as outras
encontradas.

S. perflavum foi registrada em todos os sitios de coleta. No entanto, nas campanhas de
estacdo chuvosa, verifica-se a auséncia dessa espécie nos sitios ATA 03 e ATA 04. Ja na

campanha de estacdo seca, ela aparece nos pontos ausentes na campanha anterior e desaparece

no sitio ATA 01. Podemos observar a ocorréncia dessa espécie na tabela 2.

Imm

L

Figura 13: Andlise taxondmica do estagio larval e estagio de pupa de simulideos. Em A- A

regido circulada em vermelho mostra os dentes do hipostomio de S. perflavum, B- A regido
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circular em vermelho mostra a mancha da cépsula cefalica com uma mancha longitudinal e
duas manchas laterais. Em C- Casulo da pupa de S. perflavum, com uma constricdo na
abertura do casulo e em D- pupa composta de oito filamentos branquiais, como mostrado

pelas setas em vermelho.

IV) Simulium pertinax/ Simulium subpallidum

Foram coletadas 210 larvas e 36 pupas de S. pertinax e 84 larvas e 22 pupas de S.
subpallidum. Essas espécies estdo agrupadas no subgénero Psilopelmia. Desse complexo de
espécies, somente S. subpallidum foi obtida nas duas campanhas de coleta nas duas formas,
larval e de pupa, como mostrado na figura 14. Notou-se o desaparecimento de S. pertinax na
campanha de estacao seca.

Embora encontrada em apenas uma campanha de coleta, S. pertinax aparece apenas
em dois sitios de coleta: ATA 02 e ATA 04. S. subpallidum é encontrada na campanha de
estacdo chuvosa em apenas um sitio de coleta: ATA 04. Porém, analisando a campanha de
estacdo seca, essa espécie segue sendo catalogada no mesmo sitio e também mostra outro
comportamento. Ela é passivel de ser encontrada em outros sitios, como: ATA 02 e ATA 05.

Todas as ocorréncias descritas podem ser observadas na tabela 2.

i~

llm_m| | 1mm "

Figura 14: Andlise taxondmica do estagio larval e estagio de pupa de simulideos. Em A- A
regido circulada em vermelho mostra os dentes do hipostdmio de S. pertinax, B- A regido

circular em vermelho mostra a mancha da capsula cefalica com uma forma pentagonal. Em C-
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Casulo da pupa de S.pertinax, com tramas compactas e em D- pupa composta de oito

filamentos branquiais arqueados, como indicado pelas setas em vermelho.

Figura 15: Analise taxondmica do estagio larval e estagio de pupa de simulideos. Em A- A
regido circulada em vermelho mostra os dentes do hipostémio de S.subpallidum, B- A regido
circular em vermelho mostra a mancha da capsula cefalica com uma forma de seta. Em C-
Casulo da pupa de S.subpallidum, com tramas ndo compactas e em D- filamentos branquiais

ramificando-se préximo a base indicados pelas setas em vermelho.
Tabela 2: Distribuicao simplificada da ocorréncia das sete espécies catalogadas de Simuliidae

por pontos e campanhas de coleta no Parque Natural Municipal Atalaia. Os pontos onde os

organismos foram encontrados estdo pintados na cor azul.
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de anamriae |perflavum | pertinax | subpallidum | subclavibrachium | inaequale | aurepellitum
Coleta

ATAO01

Chuvosa

Seca

Riqueza, Diversidade e Equitabilidade de espécies do Parque Natural Municipal Atalaia,

Macaé, Rio de Janeiro

A riqueza de espécies no Parque Natural Municipal Atalaia, encontrada neste trabalho,
foi de sete espécies, ao total. Contudo, verificou-se uma riqueza distinta entre as duas
campanhas de coleta desenvolvidas. A campanha de estacdo chuvosa apresentou quatro
espécies encontradas durante os meses de coleta e a campanha de estacdo seca seis especies
durante os meses de realizacdo dessa campanha, como mostrado na figura 16.

Na tabela 3, nota-se que S. pertinax e S.perflavum apresentam um maior nimero de
individuos coletados para campanha de estagdo chuvosa. Contudo, houve o desaparecimento
de S. pertinax na campanha de estacdo seca e o aparecimento de S. subclavibrachium, S.
inaequale e S. auripellitum na mesma campanha.

Apobs a quantificacdo das espécies, foi empregado o indice de Simpson para cada
campanha de coleta, para estimar a diversidade de espécies encontradas neste estudo. Os
resultados nos mostram que na estacdo seca ha uma diversidade maior de espécies, indice de
Simpson = 0,74. O contrario ocorre na campanha de estacdo chuvosa, na qual temos uma
baixa diversidade, com o indice de Simpson = 0,56. Quanto & dominancia calculada pelo
indice de Berger- Parker, verifica-se que a estacdo seca € a que apresenta um indice maior de
dominancia de espécies (indice de Dominancia= 0,38) se comparada com a outra campanha,
como observado na tabela 4. S. perflavum é a espécie dominante para as duas campanhas de
coleta, como mostrado na Tabela 3. Ainda assim, a tabela 3 nos mostra a Equitabilidade, ou
seja, 0 quanto as espécies estdo distribuidas pelas campanhas, e notou-se que as espécies estdo
mais homegeneamente distribuidas na campanha de estagéo seca.

Foi estimada também a riqueza de espécies por pontos de coleta. Os pontos que
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apresentaram uma riqueza maior, com cinco espécies catalogadas, foram os pontos ATA 02 e
ATA 05. Os pontos ATAO03 e ATA 04 ficaram com um nivel intermediario de espécies em
relacdo aos demais pontos, sendo quatro espécies encontradas; e 0 ponto que apresentou a
menor riqueza foi o ATA 01, com trés espécies registradas. Esses dados podem ser
observados na figura 17.

Na Tabela 5, observa-se que S. perflavum, S. pertinax e S. subpallidum foram as trés
espécies que apresentaram maior abundancia de individuos entre os sitios de coleta estudados,
sendo os pontos ATA 01 e ATA 05 os que apresentaram maior quantidade de individuos
coletados, sendo esses da espécie S. perflavum.

Aplicando-se o indice de Simpson para todos os pontos de coleta, nota-se que ha uma
diversidade maior no ponto de coleta ATA 03 (indice de Simpson = 0,73). Os pontos ATA 01
e ATA 05 apresentaram a diversidade de espécies baixa, respectivamente, (indice de
Simpson= 0,04 e 0,27), devido, particularmente, a dominancia da espécie S. perflavum nesses
dois pontos. A Equitabilidade calculada nos mostra que as espécies estdo melhor distribuidas
nos pontos ATA 02 E ATA 03 e pouco distribuidas nos pontos ATA 01 e ATA 05, como

mostrado na tabela 6.

7 .
6 .
5 .
0
.a 4 .
‘o
& 3 -
()]
()}
< 2
ol
2 1 -
0 4
Chuvosa Seca
Campanhas de coleta

Figura 16: Riqueza de espécies por campanhas de coleta no Parque Natural Municipal
Atalaia. Grafico obtido pelo programa Microsoft Excel 2010, a partir dos dados tabelados. Na

Estacdo Chuvosa foram realizadas trés coletas e na estacdo seca duas coletas.

Tabela 3: Abundancia de individuos por espécies para cada campanha realizada no Parque

Natural Municipal Atalaia.
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S. anamariae 20 21
S.perflavum 499 36

S. pertinax 246 0

S. subpallidum 83 23

S. subclavibrachium 0 4
S. inaequale 0 6

S. auripellitum 0 4

Tabela 4: Resultado do Indice de Simpson ,Equitabilidade e Dominancia para as duas

campanhas de coleta no Parque Natural Municipal Atalaia.

Estacdo Chuvosa 0,56 71,1 0,29
Estacdo Seca 0,74 83,2 0,38
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Figura 17: Riqueza de espécies por pontos de coleta no Parque Natural Municipal Atalaia.
Gréfico obtido pelo programa Microsoft Excel 2010, a partir dos dados tabelados. Foram

realizadas cinco coletas em cada um dos pontos.

Tabela 5: Abundancia de individuos por espécies para cada ponto de coleta do Parque

Natural Municipal Atalaia.
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S. anamariae 4 6 4 4 23
S. perflavum 227 91 11 4 202
S. pertinax 0 104 0 142 0
S. subpallidum 0 10 5 83 8
S. subclavibrachium 1 0 0 0 3
S. inaequale 0 0 6 0 0
S. auripellitum 0 1 0 0 3

Tabela 6: Resultado do indice de Simpson, Equitabilidade e Dominancia para os pontos de

coleta no Parque Natural Municipal Atalaia.

ATA 01 0,04 10,4 0,97
ATA 02 0,57 61,1 0,49
ATA 03 0,73 94,3 0,42
ATA 04 0,50 58,3 0,60
ATA 05 0,27 36,7 0,84

Composicdo e preferéncia de substratos nos sitios estudados no Parque Natural

Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro

Observando a Tabela 7, nota-se que ha uma preferéncia geral das fases imaturas de

simulideos encontrados no Parque Natural Municipal Atalaia por substratos do tipo folhigos.

No substrato rocha foram encontrados apenas individuos nos pontos ATA 03, ATA 04 e ATA

05 na campanha de estacdo chuvosa. Ja na campanha de estacdo seca, notam-se individuos

mais presentes nos pontos ATA 03 e ATA 04 nos dois meses de coleta.

Ainda assim, percebe-se que nenhum individuo foi encontrado em substratos, como

lixo, isso ocorreu pela auséncia desse substrato nos pontos amostrados. A auséncia desse

substrato mostra que existe um cuidado com a preservacdo dos recursos ambientais do
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Parque.

Tabela 7: Dados referentes ao tipo de substrato onde os imaturos de simulideos foram
encontrados nas campanhas realizadas. O simbolo X- presenca de imaturos nos substratos e 0-

auséncia de imaturos nos substratos.

TRt e e

Folha X X X X X

Fevereiro Rocha X X X X X

Lixo 0 0 0 0 0

Folha X X X X X

Estacdo Chuvosa Margo Rocha 0 X X X X
Lixo 0 0 0 0 0

Folha X X X X X

Abril Rocha 0 X X X X

Lixo 0 0 0 0 0

Folha X X X X X

Agosto Rocha 0 X X X X

Esta¢do Seca Lixo 0 0 0 0 0
Folha X X X X X

Setembro Rocha 0 X X X 5

Lixo 0 0 0 0 0

Distribuicado das espécies de simulideos e sua relacdo com as variaveis ambientais

Para realizar as analises das varidveis abidticas, os dados obtidos em todas as coletas
foram separados por pontos e analisados, a fim de se visualizar a distribui¢do das espécies de
acordo com as variaveis ambientais. Além disso, também se verificou as varidveis que mais
influenciaram a distribuicdo das espécies de simulideos por pontos de coleta de acordo com a
sazonalidade das campanhas de estacdo seca e chuvosa.

Os dados obtidos nesta pesquisa foram baseados nos individuos imaturos encontrados
nos estagios de larva e pupa. A andlise de correspondéncia candnica (CCA) mostrou que
dentre as sete variaveis ambientais (condutividade (uS), temperatura da agua (°C), salinidade
(uS), 02 dissolvido (%),02 dissolvido (mg/L), pH e vazdo (m/s?), apenas duas das variaveis
ambientais, condutividade e pH, respectivamente, implicaram na distribuicdo de simulideos
nas fases de larva e pupa, apresentaram significancia para o desenvolvimento e sobrevivéncia
de simulideos na fase larval e de pupa, como mostrado nas tabelas 8 e 9.
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Tabela 8: Variaveis ambientais e sua significancia na abundancia de espécies utilizadas para
analise de correspondéncia candnica para distribuicdo de espécies para a fase de pupa

capturadas nos cérregos do Parque Natural Municipal Atalaia, Macaé, Rio de janeiro.

Variaveis p-valor
Condutividade (uS) *0,0239
Temperatura da agua (°C) 0,6217
Salinidade (uS) 0,3337

O2 dissolvido (%) 0,2247

O2 dissolvido (mg/L) 0,2207
pH 0,0660

Vazao (m/s?) 0,1052

*Variaveis significativas (p-valor < 0,05)

Tabela 9: Variaveis ambientais utilizadas e sua significancia na abundancia de espécies para
analise de correspondéncia candnica para distribuicdo de espécies na fase de larva capturadas
nos corregos do Parque Natural Municipal Atalaia, Macaeé, Rio de janeiro.

Variaveis p-valor
Condutividade (uS) 0,4375
Temperatura da dgua (°C) 0,6256
Salinidade (uS) 0,2325

02 dissolvido (%0) 0,2451

02 dissolvido (mg/L) 0,2345
pH *0,0343

Vazao (m/s?) 0,0654

*Variaveis significativas (p-valor < 0,05)
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Figura 18: Andlise de correspondéncia candnica (CCA) para a distribuicdo de espécies na
fase de pupa em relacdo as variaveis ambientais nos corregos estudados do Parque Natural
Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro. Onde se I€: S.inaequale = Simulium inaequale;
S.subpa= Simulium subpallidum; S.perti= Simulium pertinax, S.perfl= Simulium perflavum;
Condutiv= Condutividade (uS); Salinida= Salinidade (uS); pH= pH; Vaz.o (m = Vazéo
(m/s?); Temperat= Temperatura da agua (°C); *O2 disso= O2 dissolvido (%); 202 disso= 02
dissolvido(mg/L). Destaque no circulo azul para a variavel significativa condutividade (p-

valor < 0,05).
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Figura 19: Andlise de correspondéncia candnica (CCA) para a distribuicdo de espécies na
fase de larva em relacdo as varidveis ambientais nos corregos estudados do Parque Natural
Municipal Atalaia, Macaé, Rio de Janeiro. Onde se Ié: S. anamr=S. anamariae; S. subcl=S.
subclavibrachium; S.inaequale = Simulium inaequale; S.subpa= Simulium subpallidum;
S.perti= Simulium pertinax, S.perfl= Simulium perflavum; Condutiv= Condutividade (uS);
Salinida= Salinidade (uS); pH= pH; Vaz.o (m = Vazdo (m/s?); Temperat= Temperatura da
agua (°C); 102 disso= 02 dissolvido (%); 202 disso= 02 dissolvido(mg/L). Destaque no

circulo azul para a variavel significativa pH (p-valor < 0,05).

As varidveis ambientais que influenciaram na abundancia e a distribuicdo direta de
espécies de simulideos na fase larval durante este estudo foram: Condutividade elétrica da
agua, e pH como mostrados na Analise de correspondéncia candnica (CCA) evidenciadas nas
figuras 18 e 19. Nota-se que S. inaequale é uma espécie que estd presente principalmente em
sitios onde a condutividade do riacho € alta, além de outros fatores, como a salinidade e o pH.
Essa espécie foi catalogada apenas na campanha de estacdo seca, em que grande parte dos
sitios estavam praticamente secos ou com pouca agua, logo a quantidade de particulas na agua
que eram dissolvidas era bem elevada, se observarmos que a salinidade que essa mesma
espécie respondeu significativamente para salinidades elevadas, embora essa nao tenha sido
uma variavel significativa.

Para as demais variaveis, notou-se que S. pertinax se desenvolve em sitios onde a
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vazdo, temperatura da &gua e O2 dissolvidos sdo mais baixas. Contudo, essa espécie
desaparece na estacdo seca, em que principalmente os niveis de vazdo foram mais baixos em
alguns sitios de coleta.

No estagio de pupa, a espécie S. anamariae mostra-se tolerante a ambientes
intermediarios, onde as variaveis ambientais mostradas na figura 19 estdo em niveis
moderados, nem baixos demais, nem altos demais. Outra coisa que chama atencdo é que,
diferentemente do estagio de larva, as pupas de S. pertinax apresentam um comportamento
diferente, sobrevivendo em ambientes onde a vazdo, temperatura da dgua e O2 dissolvidos sdo
mais elevadas. Ressalta-se que grande quantidade desses individuos encontrados na estacao
chuvosa foram em condigdes de vazdo e O2 dissolvidos, em fatores mais elevados. Contudo,
espécies como S. auripellitum sdo mais tolerantes neste estagio em que ha sitios com pH mais

baixo.

Diferencas estruturais das comunidades de simulideos nos periodos de estacdo chuvosa e

seca

Os dados obtidos nessa andlise, nas duas fases de coleta (campanha de estacéo seca e
campanha de estacdo chuvosa), foram analisados a fim de investigar, para as duas fases
imaturas, quais fatores abioticos influenciaram na sua distribui¢do por pontos de coleta.

Com o objetivo de se estudar as amostras pertencentes aos diferentes periodos de
coleta em campo, foi utilizado um Escalonamento Multidimensional Nao Métrico com o
indice de Bray- Curtis (stress= 0,3825), demonstrando diferencas na influéncia dos fatores
abidticos por pontos de coleta.

Nota-se, pela figura 20, que na fase de larva a campanha realizada na estacdo seca teve
uma influéncia maior de fatores como pH, condutividade, salinidade e TDS e os pontos de
coleta mais influenciados por esses fatores foram ATA 02, ATA 05 e ATA 04. Nesse caso,
como o volume de chuvas é menor, espera-se que essas variaveis predominem, uma vez que
muitas particulas ndo sdo carreadas e, com isso, ocorra 0 aumento das variaveis ja
mencionadas.

Ja para a estacdo chuvosa, como mostrado na figura 20, os pontos ATA 01, ATA 02,
ATA 04 e ATA 05 tiveram influéncia maior para a proliferagdo desse estdgio, em que
temperatura da agua e do ar, vazdo e O2 dissolvidos foram os fatores preponderantes e que

influenciaram na proliferacdo desses organismos nesse ponto. Esses fatores sdo bem
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relacionados com a estagdo, uma vez que na estacdo chuvosa a vazdo dos cdrregos foi maior
e, com isso, pode ter ocorrido o aumento de O2 dissolvido.

Para a fase de pupa, como visto na figura 21, fatores como condutividade, salinidade,
pH e TDS tiveram maior influencia na proliferacdo dos simulideos nos pontos de coleta ATA
02, e ATA 03 para a campanha de estacdo seca. No entanto, para a campanha de estacdo
chuvosa, os pontos de coleta ATA 04 e ATA 02 foram os mais influenciados por fatores
como vazao, temperatura do ar e da dgua e oxigenacao. Esses fatores apresentaram maior

influéncia na proliferacdo desses organismos.
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Figura 20: Fatores abidticos que influenciam diferencialmente a ocorréncia de diferentes
pontos do PNMA. Diagrama de ordenacdo do tipo Escalonamento Multidimensional Nao
métrico (NMDS), construido a partir do indice de dissimilaridade de Bray-Curtis para coletas
de larvas, nas duas campanhas de coletas: estacdo chuvosa e estagcdo seca, para 0S Cinco
pontos de coleta do Parque Natural Municipal Atalaia, correlacionando com os fatores
abioticos analisados. Onde se 1é: 1= ATA 01, 2=ATA 02, 3=ATA 03, 4=ATA 04 ¢
5=ATAO05.
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Figura 21: Fatores abiéticos que influenciam diferencialmente a ocorréncia de diferentes
pontos do PNMA. Diagrama de ordenagéo do tipo Escalonamento Multidimensional N&o
métrico (NMDS), construido a partir do indice de dissimilaridade de Bray-Curtis, para coletas
de pupas nas duas campanhas de coletas: estacdo chuvosa e estacdo seca, para 0s cinco pontos
de coleta do Parque Natural Municipal Atalaia, correlacionando com os fatores abioticos
analisados. Onde se 1é: 1= ATA 01, 2=ATA 02, 3=ATA 03, 4=ATA 04 e 5=ATAO05.

Analises filogenéticas da Simuliofauna do Parque Natural Municipal Atalaia, Macag,

Rio de Janeiro, Brasil

Anédlises filogenéticas foram feitas a partir da extracdo de DNA realizada em quatro das
sete espécies encontradas nas coletas de campo e PCR para um fragmento do gene Citocromo
Oxidase | (COIl). Nota-se que S. perflavum e S. subpallidum, dentre as quatro espécies
analisadas, sdo as que apresentam maior proximidade filogenética. Os resultados obtidos
podem ser considerados como preliminares, uma vez que apenas um individuo por espécie foi
utilizado. Assim, a partir da arvore filogenética € possivel observar que as espécies
S.perflavum e S. subpallidum, que sdo similares morfologicamente, aparecem agrupadas no
mesmo ramo. Juntamente a elas, notamaos a presenca de S. anamariae formando um grupo

monofilético. J& S. pertinax foi a espécie mais divergente aparecendo em outro ramo e ndo se

32



agrupando as outras trés espécies. Morfologicamente essa é a espécie mais diferente dentres

as outras quatro registradas.

100 | 3B COI R (3.perflavum)
B L sp col R ( 5. subpallidum)
28 SE COI R (S. anamariae)
16 — JF877114.1 (Simulium verecundum)
100 L JF877112 1({Simulium verecundum)
SC COIR (S. pertinax)
r JF877134.1 (Simulium venustum)
100 L JFB77060.1(Simulium venustum)
100 — MH557845.1 (Simulium undecimum)
! MH557844 1(Simulium undecimum})
7 MG157157 1({Simulium murmanum)
499: MG152740.1(Simulium murmanum)
100 — HM210480.1 { Simulium arcticum)
| 1210489 1 { Simulium arcticumy)
17 | JN303054.1( Simulium noelleri)
100 ! JN303052.1( Simulium noelleri)
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Figura 22: Arvore obtida com auxilio do programa Mega-X Molecular Evolutionary Genetics
Analysis, a partir do método Neighbor- Joining, em que o mesmo modelo mostra a arvore
mais parcimoniosa de relagdes filogenéticas entre as quatro espécies cujo sequenciamento foi
feito: S. anamariae, S. perflavum, S. pertinax e S. subpallidum. As espécies destacadas em

vermelho foram as encontradas no Parque Natural Municipal Atalaia.

DISCUSSAO

O presente estudo foi realizado visando obter informacOes acerca da riqueza,
equitabilidade, preferéncia por substratos e distribui¢do de simulideos correlacionadas com as
variaveis ambientais encontradas nas coletas de campo. Além disso, foi analisada,
preliminarmente, a relacdo filogenética entre quatro espécies das sete encontradas no Parque
Natural Municipal Atalaia.

Em nosso trabalho, foram identificadas sete espécies para o Parque Natural Municipal
Atalaia, havendo sitios com, no minimo, uma e, no maximo, cinco espécies. Nos estudos
realizados no Rio Grande do sul, por Couceiro et al. (2014) , foram encontradas, no minimo,
uma e, no maximo, nove espécies. Landeiro et al. (2009), em seu trabalho, mostra que em
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seus sitios foram encontradas, no minimo, uma e, no maximo, treze espécies, para apenas um
sitio dos quatorze analisados. Esses valores sdo bem altos se compararmos com outros
trabalhos ja descritos na literatura (Hamada et al. 2002;Pepinelli et al. 2005).

Comparando-se a ocorréncia de simulideos entre os cinco pontos de coleta e nas duas
campanhas, nota-se que, no Parque Natural Municipal Atalaia, dos 1.253 individuos, houve
uma abundancia de individuos maior na campanha de estacdo chuvosa. Contudo, a riqueza de
espécies foi maior na campanha de estacdo seca, ja que, nessa estacdo, ha uma estabilidade
ambiental maior. Em seus trabalhos com macroinvertebtrados, Kikuchi and Uieda (2005)
retratam que a menor ocorréncia desses organismos esta relacionada com estacdo chuvosa,
devido ao aumento da pluviosidade e carreamento dos organismos. Huamantinco and
Nessimian (1999) também demonstraram, em sua pesquisa, que ha uma quantidade menor de
larvas maior no periodo seco. Segundo Bispo and Oliveira (1998), durante a estagdo chuvosa,
com o aumento do fluxo de agua, pode ocorrer o carreamento dos organismos, o que explica o
menor namero de espécies no ambiente.

De acordo com Moreira et al. (1994), a densidade de Simulium nogueirai encontrados
no cérrego Tromn (Joinville, SC) apresentou uma abundéncia elevada no periodo chuvoso.
Outros trabalhos, como os estudos realizados na Amazonia Central por Hamada (1993),
verificando a abundancia de larvas de Coscaroniellun goeldii, Coscaron & Coscarén- Arias
(1999) analisando a populacao de larvas e pupas de simulideos no Rio Parand, e por Pepinelli
et al. (2005) estudando as espécies presentes nos corregos do Parque Estadual Intervales (SP),
obtiveram 0s mesmos resultados, com maiores quantidades de individuos encontradas no
periodo chuvoso.

Os autores Hauer and Benke (1987) relatam que elevagbes nas densidades
populacionais em periodos chuvosos podem ser reflexo de uma disponibilidade de alimento
maior para as larvas nesse periodo. Para Kiel et al. (1998), os simulideos sdo organismos que
apresentam um grande potencial colonizador. Ha espécies que sdo capazes de colonizar novos
substratos em poucas horas e, assim, alcancar uma densidade populacional em poucos dias.
Todavia, as populacdes de simulideos podem apresentar flutuacdes, podendo variar desde
uma exploséo de individuos, seguidos por uma diminuicdo de sua populacdo em poucos dias
(Kiel, 1996; Matthaei et al., 1996).

De acordo com os resultados obtidos nesta pesquisa, 0os pontos ATA 02 e ATA 05
foram os pontos onde a riqueza de espécies foi maior, isso pode estar atrelado ao fato de que

nesses dois pontos foram encontrados imaturos de simulideos em mais de um tipo de
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substrato. Os imaturos foram encontrados tanto em folhicos como rochas, aumentando assim
a possibilidade de encontrarmos um nimero de espécies maior.

De acordo com Coppo e Lopes (2010), substratos como rochas e folhas sdo 0s
principais substratos para se encontrar simulideos e foram o0s que apresentaram maior
abundancia de individuos. Isso contribuiu em seu trabalho para uma maior riqueza de
espécies.

Observou-se ainda que, de todos os imaturos analisados, a espécie que apresentou a
maior quantidade de individuos, distribuindo-se por todos os pontos de coleta foi S.perflavum.
Contudo, nota-se que essa espécie apresentou uma restricdo durante a campanha chuvosa para
pontos como ATA 01, ATA 02 e ATA 05.

Nesses pontos descritos, onde foram encontrados simulideos da espécie S. perflavum,
podemos perceber que estes recebem mais agdes antropicas. O ATA 01, por ser a sede do
Parque, possui muitas atividades de visitacdo, apresenta acomodacgdes para 0s visitantes e
construcdes perto do riacho. O ATA 02, por haver um cano que passa no meio do riacho,
serve para captacdo de agua, e o ponto ATA 05, por receber a vistoria da CEDAE com
frequéncia e haver o tratamento das caixas d’ dgua pela empresa. Logo, a ocorréncia desses
organismos, nesses pontos, pode estar ligada a esse fato, para essa estacdo chuvosa. Alem
disso, ha nesses pontos os substratos preferenciais, onde esses organismos se desenvolvem:
folhicos e rochas . Nesses pontos, a floresta sofreu processos de remocgdo da vegetacdo por
interesses ja mencionados e pela passagem de trilha para ecoturismo.

Segundo Coscaron et al. (1991), S. perflavum prefere sistemas que possam estar
impactados, com elevada turbidez e com &reas desflorestadas. Hamada & McCreadie (1999)
também relatam que S. perflavum é uma espécie comum de cerrado, encontrada também em
matas e indicadora de floresta impactada. Apresenta abundancia em substratos como folhas e
rochas presas no curso da agua.

Segundo Lozovei et al. (2004), serapilheiras, algas, plantas aquéticas e rochas sdo
importantes substratos, ja que sdo locais para fixagdo de imaturos de simulideos da espécie S.
perflavum que sobrevivem em corregos lentos, propiciando, assim, seu desenvolvimento.
Ressalta-se ainda que seja possivel que esses organismos possuam adaptacdes para sobreviver
nesse tipo de ambiente.

Figueird et al. (2012) relata que a maior parte dos simulideos encontrados em rios e
riachos associa-se a folhicos de correnteza, ou substratos rochosos presos a correntezas, 0 que

corrobora os resultados encontrados. A espécie S. perflavum é encontrada principalmente
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aderida a folhigos. Esse comportamento foi relatado por Shelley et al. (2002) e Figueird et al.
(2006).

Na estacdo chuvosa, notou-se que S. anamariae estd presente em todos os pontos de
coleta, e vai desaparecendo em pontos como 0 ATA 03 e ATA 04 na estacdo seca. Esse fato
pode estar atrelado a baixo nivel do corrego e a baixa disponibilidade de substratos para
colonizacéo.

Embora pouco se conheca sobre os habitos dessa espécie, como relatado por
Peppinelli (2003), pode-se sugerir que essa espécie tenha preferéncia tanto por substratos
rochosos como folhicos. Todavia, folhicos e substratos rochosos foram os locais mais
abundantes onde foi encontrado o imaturo, o que pode ter favorecido a ocorréncia dessa
espécie em todos os pontos. Coppo e Loppes (2010) ja demonstram, em seus trabalhos, que
essa espécie foi encontrada apenas em ambientes rochosos, podendo isso indicar uma
preferéncia por esse tipo de habitat.

Nos pontos ATA 02 e ATA 04, durante a campanha de estacdo chuvosa, foram
encontrados individuos da espécie S. pertinax. Esses pontos apresentam diversos tipos de
substratos onde esses organismos sdo capazes de colonizar e se proliferar. Mais uma vez,
ressalto que o ATA 04 foi um dos pontos onde o cOrrego esteve praticamente seco na
campanha de estacdo seca, 0 que pode ter influenciado no desaparecimento dessa espécie
nessa campanha, levando-no a notar que S. pertinax pode sofrer influéncia da baixa do
corrego e ndo se desenvolver.

A ocorréncia de diferentes substratos atrelada as caracteristicas do entorno do riacho,
como local mais aberto, caracterizado por clareiras, pode culminar na presenca dessa espécie.
Apesar de S. pertinax também ser uma espécie que responde fortemente a acdes antropicas e
ser uma espécie de habitos antropofilicos, ndo tem sido verificado ataques de simulideos a
seres humanos no Parque, segundo relatos da equipe técnica do Parque. Esses pontos sofrem
diversas interferéncias antropicas e sdo também passagens de trilhas.

De acordo com os trabalhos de Peppineli (2003), S. pertinax é uma espécie que se
encontra aderida em diferentes substratos, como: plantas aquaticas, folhas, galhos, troncos e
substratos rochosos de rios com uma elevada velocidade de agua. Ainda assim, ele relata a
ocorréncia dessa espécie em corpos d’agua de areas abertas. Viviani et al. (2012) relata
também, em seu trabalho, que em aguas onde ocorre a¢ao por parte do ser humano pode haver
proliferacdo de S. pertinax, quando ha excessivas quantidades de matéria organica despejada

no ambiente.
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Diferentemente de outras espécies relatadas, S. subpallidum aparece somente no ponto
ATA 04 na campanha chuvosa, permanecendo nesse mesmo ponto na campanha seca, mesmo
sendo esse um ponto onde 0s recursos permaneceram limitados, ja que o cOrrego encontrava-
se praticamente seco. Contudo, esse ponto é bem caracterizado pela sua cobertura vegetal
escassa, havendo uma grande area de clareira e muitas rochas ao longo do riacho, o que pode
contribuir para a proliferagdo dessa espécie. Um fato curioso foi que essa espécie aparece nos
pontos ATA 02 e ATA 05 na estacdo seca, além do ponto ATA 04. Uma vez que esses pontos
sdo distintos em relacdo ao ATA 04, essa espécie pode ter migrado para esses pontos a
procura de recursos que favoreca sua proliferacdo nessa estagéo.

De acordo com Azevedo & Herzorg (2004), S. subpallidum é uma espécie que
apresenta uma ampla distribuicdo no Brasil Central e que estd ligada a areas com pouca
cobertura vegetal, sendo encontrada distribuida por todo estado. Shelley et al (2004), em seu
trabalho nas Guianas, encontrou pupas de S. subpallidum associadas a leitos rochosos de
pequenos rios.

As espécies com menor numero de individuos coletados foram S. subclavibrachium, S.
auripellitum e S. inaequale. Encontradas apenas na campanha de estagcdo seca, notou-se que
essa espécie ndo necessita de um aporte de nutrientes, oxigenacdo e vazdo dos riachos
elevados. Em nosso trabalho, S. inaequale foi encontrado apenas em um ponto de coleta, com
apenas seis individuos. Nesse mesmo ponto, na campanha de estacdo seca, so foi encontrado
além do S. inaequale, o S. perflavum.

Segundo trabalhos de Wainfas (2015), S. inaequale e S. perflavum sdo espécies
influenciadas por condi¢cBes ambientais parecidas, o que levou a presenca das duas espécies
no mesmo criadouro. De acordo com Santos et al. (2010), além de a influéncia ambiental ser
um ponto comum entre as duas espécies, estas sao capazes de coexistir no mesmo criadouro,
principalmente nos rasos, estreitos e com exposicdo a luz (Coscaron 1991; Strieder and Py-
Daniel 1999; Hamada and McCreadie 1999).

Estudos de distribuicdo de simulideos na Alemanha demonstraram que a riqueza e
abundancia desses organismos estdo relacionadas com alteragdes em seus habitat
(Lautenschléger and Kiel 2005; Pramual and Kuvangkadilok (2009). Ainda assim, essa
heterogeneidade na distribuicdo de espécies pode contribuir para a avaliagdo da qualidade dos
ambientes e da &gua (Kazanci and Ertunc 2010).

Como mostrado em nossos resultados para as fases imaturas, as variaveis ambientais

que mais influenciaram a distribuicdo dos organismos foram a condutividade e pH.
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Possivelmente, os niveis de vazdo elevadas contribuiram para maior aporte de oxigénio na
agua, mais materiais carreados, o0 que contribui para o0 aumento do pH e da salinidade. O
aumento e diminuicao desses fatores podem contribuir para a proliferagdo de simulideos no
ambiente.

Diversos trabalhos mostram que caracteristicas abiéticas influenciam a composicao de
simulideos nos diferentes sitios de coleta, possibilitando determinar as espécies encontradas
com relacdo as variaveis ambientais (Grillet and Barrera 1997; Hamada et al. 2002;McCreadie
and Adler 1998;McCreadie et al. 2006). Segundo trabalhos de Hamada and McCreadie
(1999), pH e condutividade elétrica da &gua séo varidveis abidticas que estdo relacionadas a
distribuicdo de simulideos no Brasil (Hamada and McCreadie 1999; Hamada et al.
2002;Figueir6 et al. 2012). Em nossos estudos, podemos observar, pela Analise de
Correspondéncia Candnica, que o pH foi uma variavel que influenciou principalmente os
simulideos na fase de pupa. Nota-se ainda que S.anamariae foi a mais influenciada por essa
variavel (pH< 7) em nosso estudo.

Em trabalhos realizados na Amazonia, Hamada and McCreadie (1999) mostram a
influéncia de pH com valores baixos na espécie S. perflavum. De forma contréaria, Viviani et
al. (2012) mostra, em seu trabalho, que ambientes com pH basico também podem ser
influentes na distribuicdo e composicdo de simulideos em sitios analisados.

Couceiro et al. (2014), em seus trabalhos, também mostra a predilecéo de espécies de
simulideos, como S.pertinax, por ambientes com pH basico. Entretanto, esse fator ndo foi
preponderante para a distribuicdo e abundancia dessa mesma espécie em nossos sitios de
coleta.

Os resultados da analise de correspondéncia Canbnica para larvas mostram a
correlacdo dos fatores: Condutividade, pH e Salinidade com a distribuicdo de simulideos
pelos pontos de coleta; dessa forma, houve uma relacdo positiva entre menores valores de
vazdo, temperatura e O2 dissolvido e das demais varidveis, mostrando que a espécie S.
inaequale prefere ambientes com niveis maiores de condutividade, salinidade e pH em
estagios larvais.

Em estudos realizados no municipio de Manaus, por Gorayeb (1981), os imaturos de
S. fluvinotum foram encontrados em sitios com condutividade elevada de 10,8 (uS/cm). Em
seus trabalhos, Menzel (2016) associa também a distribuicdo de Simulium orbitale com sitios
de condutividade elevados. Contudo, Santos et al. ( 2010) demonstra que Simulium

travassossi se desenvolve em ambientes cujos niveis de condutividade sdo baixos.
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Nossos resultados de escalonamento Multidimensional N&o-Métrico, como
apresentados nas figuras 20 e 21, mostra-nos que as varidveis abidticas que mais
influenciaram os organismos foram a salinidade, TDS (Total de sélidos dissolvidos), pH e
condutividade. Por ser um periodo seco, a quantidade de sélidos dissolvidos pode ter sido
alta, aumentando os niveis das demais variaveis. Segundo Zhang et al. (1998), os ambientes
onde se evidencia uma alta abundancia e riqueza de espécies podem estar correlacionados ao
elevado numero de pequenas particulas de alimento suspensas e que, em grandes mudancas
no fluxo d'agua, podem atuar sobre a comunidade de simulideos a predacdo e a competicao.

Ha mais de 30 anos as analises moleculares utilizando DNA mitocondrial tém sido
aplicadas em estudos evolutivos (Brown et al. 1979; Avise and Walker 1999). Os estudos com
DNA barcoding tém sido aprimorados nos ultimos anos (Nelson et al. 2007; Smith et al.
2007; Hebert et al. 2003). Os estudos com o gene COIl mostram sua eficécia na identificacéo e
separacdo de espécies de muitos grupos ja estudados, entre eles, aves, borboletas e até
parasitas (Smith et al. 2006, Kerr et al. 2007;Hebert et al. 2004; Hajibabaei et al. 2007).

Quando se pensa em identificacdo bioldgica, baseada em apenas um gene para
desvendar toda a complexidade da vida, logo, pensa-se nos inumeros eventos ofuscados que
podem ocorrem entre as espécies (Hebert et al. 2003). Contudo, o gene COI apresenta elevada
conservacao nos mais diversos grupos animais e pouca divergéncia intraespecifica (raramente
maiores que 2%), se comparado com as interespecificas (maiores que 3%) (Avise 2000).

Através da técnica de DNA barcoding foi possivel realizar as primeiras identificaces
moleculares das quatro espécies trabalhadas e através de técnicas de sistematica filogenética
inferir as primeiras relacfes filogenéticas entre quatro das sete espécies encontradas nas
coletas, mostrando que S. perflavum e S.subpallidum séo espécies bem mais proximas do que
as demais espécies comparadas. Esses resultados mostram concordancia com as analises
taxonémicas realizadas por morfologia, em que essas duas sdo muito parecidas em sua
morfologia e diferenciam-se das outras duas.Além disso, S. perflavum, S.subpallidum e S.
anamariae formam um grupo monofilético e S. pertinax se diferencia das demais espécies
ficando agrupado em outro ramo da arvore. Vale ressaltar ainda que esses dados sdo ainda
preliminares, visto que essas analises foram realizadas uma Unica vez, mas que geraram dados
iniciais e inéditos da relacdo filogenética da Simuliofauna. Além disso, os dados moleculares
obtidos, depois de mais testes, poderdo contribuir com plataformas, como o0 GENBANK e
NCBI, ja que ndo ha registro desses dados para as inimeras espécies brasileiras.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que, nos cérregoos estudados, o Parque
Natural Municipal Atalaia apresenta:

e Uma riqueza de sete espécies de Simulideos, que foi catalogada por taxonomia
morfoldgica;

e Dessas sete, S. perflavum foi a espécie mais abundante, com maior nimero de
individuos;

e Na estacdo seca foi detectada uma riqueza maior de espécies. Porém obtivemos
maior numero de individuos durante a estacao chuvosa;

e Os diferentes substratos sdo correlacionados com essa diversidade, onde sitios

com diferentes substratos, apresentaram diferentes espécies;

Os estudos com DNA barcoding foram capazes de corroborar as analises
morfoldgicas da familia simuliidae e podem colaborar com os estudos dessa familia

que possuiainda poucos especialistas.
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Capitulo 2

Criacdo em laboratorio e estudos sobre Biologia do
Desenvolvimento da familia Simuliidae do Parque Natural

Municipal Atalaia



INTRODUCAO

A diversidade de animais existente no mundo tem indagado diversos
pesquisadores através do tempo. Esse fascinio tem motivado inGmeras pesquisas a
tentar estimar a biodiversidade do planeta. Estima-se que, pelo menos, 5 milhdes de
espécies de insetos existam, e que desses, um milh&o séo descritos atualmente (Grimaldi
et al. 2005).

As explicagdes propostas por Darwin (1809-1882) e Walace (1823- 1913)
mostram que a diversidade se originou pelo processo de evolugédo, a partir de um
ancestral comum. Os estudos com biologia comparada e genética de populacdes,
firmados nos séculos XIX e XX, reforcam as teorias propostas por Darwin e Walace,
favorecendo entdo o aceite de suas teorias (Ridley 2009).

Outros estudos, como o0s de Ernest Haeckel (1834-1919) e Fritz Muller, tiveram
a relevancia na area de embriologia comparada. Em seus trabalhos, foram comparados
0S processos embrionadrios de vertebrados e invertebrados, mostrando haver
similaridade entre os dois grupos (Marcellini et al. 2017).

Os estudos de Haeckel, Mueller e outros pesquisadores da época revelaram que
alguns grupos de animais possuem historias evolutivas comuns, mostrando assim que,
em algum momento histérico, os organismos possuem um ancestral em comum. E a
partir do conceito de ancestral comum e das relacdes filogenéticas entre grupos de
organismos que a embriologia e a Biologia Evolutiva passam a caminhar juntas e
explicando os processos de evolugdo (Alvarenga et al. 2016).

Os avancos nas areas de genética, biologia celular e molecular possibilitaram a
conexd@o entre a Embriologia e a Biologia Evolutiva, unindo-as e criando uma nova
area: a “Biologia Evolutiva do Desenvolvimento ou Evolutionary Development (Evo-
Devo)” (Marques-Souza et al. 2012).

Os estudos em Evo-Devo apresentaram grandes progressos nos Gltimos anos.
Esse avanco possibilitou a resolucdo de muitas questdes evolutivas que ainda estavam
sem respostas como o surgimento de novos taxons, o0s planos corporais e a
macroevolugdo. As pesquisas na area de Evolucao e desenvolvimento permitem, através
da investigacdo, compreender o desenvolvimento de grupos taxondémicos diferentes a
nivel genético (Ridley 2009).
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Dentre os estudos de Evo-Devo, destacam-se aqueles voltados para compreenséo
da embriologia comparada de artropodes (Nunes da Fonseca;R; Gomes 2012). Contudo,
0 conhecimento de genetica do desenvolvimento de insetos € quase restrito a mosca-da-
fruta Drosophila melanogaster, uma vez que esta espécie vem sendo estudada por mais
de um século. A D. melanogaster possui sua embriologia bem descrita e com diversas
caracteristicas consideradas derivadas entre os insetos, inclusive os dipteros. Dentre
essas caracteristicas, destaca-se a presenca de poucas células e de uma membrana extra-
embrionaria reduzida quando comparado com dipteros representantes de grupos mais
basais, como o mosquito culicideo Aedes aegypti (Schmidt-Ott and Lynch 2016).

Os estudos em Evo-Devo necessitam de comparacdo dos caracteres ao longo de
uma filogenia. Dessa forma, ha a possibilidade de julgar se um determinado caractere
estudado € primitivo ou derivado entre os grupos analisados. Esse tipo de estudo pode
ser realizado com espécies proximas, ou mesmo com espécies distantes (Arnoult et al.
2013, Koshikawa et al. 2015).

Os estudos com organismos considerados “ndo modelos” tém revelado muitos
pontos em comum no desenvolvimento de artropodes. Contudo, hd estudos que
mostram divergéncias na forma e funcionamento de artropodes, ressaltando-se 0s
estagios de ovo e adulto. Essas similaridades e divergéncias caracterizam a enorme
diversificacdo genética entre os artropodes. Dessa forma, estudos de Biologia do
Desenvolvimento com esses organismos “ndao modelos” podem inferir novos padrbes
morfoldgicos e o estabelecimento de novos modelos experimentais (Marques-Souza et
al. 2012).

Organismos considerados “ndo modelos”, como, por exemplo, os simulideos,
podem ser estudados tendo em vista sua importancia como vetores de doencas,
influenciando em diversas atividades humanas, como: agricultura, pecuéria e turismo,
acarretando prejuizos econdémicos todos os anos. A compreensdo da biologia evolutiva
do desenvolvimento desses organismos contribuird para o planejamento de medidas de
controle dos mesmos, além de auxiliar em questdes ambientais e estratégicas do pais
(Nunes da Fonseca;R; Gomes 2012).

Assim, estudos de biologia do desenvolvimento de simulideos sdo extremamente
interessantes, do ponto de vista da filogenia dos Diptera, mas também para a resolucao

de problemas de saude, bem como de questdes ambientais.
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OBJETIVOS

Os objetivos do segundo capitulo foram:

1. Estabelecer, em condigdes laboratoriais, um possivel modelo de artrépode
(Simulium sp.) para estudos de Biologia do Desenvolvimento;

2. Estudar os aspectos morfoldgicos basicos da formacdo do ovo (Biologia do

Desenvolvimento) dos individuos encontrados nas coletas de campo.

METODOLOGIA

Criacéo de simulideos em laboratorio:

Para a criagdo, foram simuladas em laboratorio as condi¢cdes ambientais e fisicas
para o desenvolvimento de simulideos. Utilizando como base os estudos e tentativas
anteriores, realizadas por outros pesquisadores, montou-se um sistema de aquarios,
composto por dois aquarios, como mostrado nas figuras 23 e 24 (Rutschke and
Grunewald 1984, Edman and Simmons 1985, Figueiro et al. 2006). Os aquarios foram
mantidos no Biotério Aquatico do NUPEM/UFRJ.

O primeiro aquario mostrado, na figura 23, apresentou tamanho de 50 cm de
comprimento, 25 cm de largura e 30 cm de altura, volume calculado em 37,5 litros. Esse
aquario foi destinado a criacdo dos imaturos em fases larvais. Nesse aquario colocou-se
uma cortina de ar da marca Boyu TN, de comprimento 45 cm, com microfuros
permitindo a liberagdo de bolhas que ajudam a manter a oxigenacdo da dgua. Um filtro
bioldgico ligado a bomba da cascata, da marca Sarlo Better mini, com vazdo de 400/
1000 L/h e uma bomba filtro também da mesma marca. Pedras e plantas também foram
adicionadas para que o ambiente artificial fosse 0 mais préximo do natural.

Além disso, tentou-se estabelecer um fluxo continuo de 4gua o mais préximo ao
dos ambientes I6ticos. O aquéario foi mantido com o nivel da agua até um ponto
marcado na metade do aquario, que corresponde ao volume de 18,75 litros. O aquario
foi observado todos os dias e acompanhado para verificar se a agua estava evaporando e
diminuindo. Quando observado que o nivel de &gua estava abaixo da marcacéo,
preenchia-se com agua oriunda do préprio riacho do parque, trazida em um galao

fechado de 50 litros de agua, cedido pelo Laboratério de Limnologia. O aquario
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permaneceu dentro de uma das salas do Biotério Aquatico a temperatura de 21°C. Esse
projeto tomou como base o descrito por (Figueiré et al 2006).

O segundo aquario mostrado, na figura 24, é mais rudimentar, apresenta 35 cm
de comprimento, 40 cm de altura e 30 cm de largura, com capacidade de 42 litros, sendo
destinado para a fase intermediaria (pupa) e alada dos Simulideos. Dentro dele é
colocado um recipiente de vidro com agua do préprio riacho e que fica em movimento,
simulando a condicdo natural de onde os organismos foram retirados. Dentro da agua,
colocou-se uma placa de petri com papel filtro, onde seriam depositadas as pupas perto
da coluna de agua. O papel filtro umedecido serviu como substrato para as pupas,
proporcionando a elas 0 ambiente imido necessario para se desenvolverem em adulto.

Apos eclodirem, os adultos foram retirados do aquéario e transportados para
gaiolas feitas de potes plasticos de tamanho 20 x 30 tampados com tela (Tulling) e
mantidas em BOD da marca Tecnal e modelo TE-371 a 27/28°C, como mostrado na
figura 25. Os adultos foram alimentados com uma solucéo de sacarose a 10% (59 de
acucar para 50 ml de 4gua). Como foram poucos os adultos que eclodiram, foi utilizado
apenas um pote de 50 mililitros de palito de dente como armazenador da solucdo. Na
abertura foi colocada uma tira de papel filtro que suga a solu¢do, mantendo-se Umido e

facilitando a alimentagdo dos simulideos na fase adulta.

Figura 23: Aquéario nimero 1, com 50 cm de comprimento, 25 cm de largura ,30 cm de
altura e volume calculado de 37,5 litros, para a criacao de larvas de simulideos. Em A-
observa-se 0 aquario de cima, onde 1: Cascata de agua; 2: bomba filtro da marca Sarlo
Better e com vazdo de 60/170 L/h; 3: bomba de &gua marca Sarlo Better mini e com
vazéo de 400/1000 L/h; 4: rocha; 5: vegetacéo artificial. Em B- Temos a vista lateral do
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aquario, devidamente identificado com nome do discente, laboratério e nome do

orientador.

Figura 24: Aquario nimero 2 apresenta 35 cm de comprimento, 40 cm de altura, 30 cm
de largura, com volume calculado de 42 litros, destinado a criacdo de pupas e adultos de
simulideos. Em A- observa-se o aquario lateralmente. Em B- Temos a vista dos
equipamentos internos do aquario, onde em 6: bomba de aeracdo que garante o
movimento da agua; 7: recipiente de vidro para simular um corpo d’ dgua; 8: placa de

petri com papel filtro onde as pupas permanecerdo até a eclosao.

Figura 25: As imagens a seguir representam em A- gaiola feita com potes plasticos de
tamanho 20x 30 cm e tampadas com Tulling, em que os simulideos foram mantidos e
em B- BOD de marca TecNal e modelo TE- 371.
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Coleta de ovos de simulideos de dois cérregos do Parque Natural Municipal

Atalaia

A fim de se obter a postura de ovos de simulideos em ambiente natural, foram
introduzidos, nos riachos, trés grupos de fitilhos de polietileno, em trés locais distintos
dos riachos, nas cores amarelo-claro, branco e azul-claro, presos por palitos de
churrasco de uma margem a outra. O tamanho da fita variou de acordo com a largura do
ponto no riacho onde as fitas foram colocadas, mas a largura das fitas era constante, 4
mm aproximadamente. A escolha dessas cores foi feita para facilitar a visualizagdo das

posturas realizadas pela fémea.

Figura 26: Em A- Fitilhos de polietileno nas cores: 1- Branco, 2- amarelo-claro e 3-
azul-claro, utilizados para obtencdo de ovos de simulideos em ambiente natural. Em B-
Fitilhos sendo colocados em ambiente natural. C- Massa de ovos coletados na fita de

cor amarela-claro.

Experimentacdo com ovos de simulideos em Laboratério

Fixagéo dos ovos de simulideos em laboratério

ApOs retornar do campo para o laboratorio dentro de sacos com agua do riacho,
mantidos em isopor, os ovos foram fixados em uma solugédo contendo 5 ml de heptano e
5 ml de PFA. Apds retirar o PFA da solucdo, os ovos que ainda estavam nas fitas foram
colocados em 5 ml de metanol com 5 ml de heptano. O heptano em excesso foi retirado
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e realizada uma breve centrifugacdo (700 g por 5 segundos) visando uma precipitagéo
dos ovos para o fundo do tubo, evitando a perda dos mesmos. O metanol foi trocado por
duas vezes, visando a liberacdo dos ovos do fitilho e da camada gelatinosa que os
recobria. Quando os ovos soltavam, 0s mesmos eram recolhidos da placa de petri com o
auxilio de uma pipeta pasteur de plastico. Os ovos que permaneceram aderidos ao fitilho
foram retirados com o auxilio de uma mini espatula. Assim que todos os ovos foram
desgrudados, os ovos foram recolhidos da solucdo de metanol e colocados em tubos

ependorfs de 1,5 ml e entdo congelados (-20°C) para analises posteriores.
Descoreonamento dos ovos de simulideos e remoc¢do dos embrides

Os ovos de simulideos fixados e armazenados em metanol a - 20 °C foram
transferidos gradualmente para um tampdo fosfato salino contendo 0,2% de tween 20
PBS (Phosphate Buffer Solution), para evitar um chogque osmatico. ApGs este processo,
esses foram transferidos com o auxilio de um pincel para uma fita dupla face (3M
VHD™ Scotch) que foi previamente fixada em uma placa de Petri 90x15 cm. Na
sequéncia, passava-se 0 pincel contendo os ovos levemente sobre a fita dupla face, com
0 objetivo de deposita-los na mesma. Uma vez que os ovos foram depositados na fita,
foi adicionada uma solucdo de PBS 1X até cobri-los, com o intuito de manter a
integridade destes. Logo apds, a placa de Petri foi encaminhada para o estereoscopio
(Olympus modelo SZ2-LGCL), no qual, com o auxilio de uma pinca ou agulha de
insulina, foram descorionados realizando leves toques nas regides laterais dos ovos,
com o intuito de realizar o rompimento e remogdo do ovo e de sua casca. ApoOs 0
processo manual de descorionamento, os ovos foram transferidos com o auxilio de uma
micropipeta de 200 uL com a ponteira cortada na extremidade, para evitar danos a
estrutura do mesmo, para um microtubo de 1,5 mL contendo uma solugéo de PBS 1x.
Logo apds esse processo, 0s ovos foram transferidos gradualmente para metanol e
armazenados em metanol a - 20 °C para serem posteriormente utilizados em

experimentos de marcagdo com o intercalante de DNA DAPI.
Marcacao de ovos de simulideos com DAPI

Para realizar a marcacdo nuclear com DAPI, foram utilizados 1 microlitro de
DAPI e 500 microlitros de PBS 1x. O DAPI foi retirado do freezer, centrifugado e antes
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de usar foi dado um spin. A solucéo foi preparada em um tubo envolto por um papel
laminado e colocada no gelo.

A solucdo foi bem homogeneizada e, logo ap6s, 0s embrifes que estavam
armazenados em metanol no freezer foram transferidos para o PBS 1x de forma gradual.
Ap0s esse processo, 0s embrides foram transferidos para o DAPI e deixados por 10 min
na solucdo. Em seguida, os embries foram lavados 2x com PBS 1x e colocados na
rodinha para homogeneizagdo. Depois desse processo, visualizaram-se os embrides no

Estereoscopio Leica M205, onde foram retiradas as fotos dos mesmos.

RESULTADOS

Coleta de ovos de simulideos nos cérregos do Parque Natural Municipal Atalaia

Na busca de ovos de simulideos para estudos de Biologia do Desenvolvimento,
foi observado que quando colocadas as fitas das trés cores, descritas no tdépico
metodologia, observou-se que houve todavia uma grande prevaléncia de posturas das
fémeas de simulideos especificamente pela fita de cor amarela. Em todas as fitas dessa
coloragdo foram encontradas posturas de massas de ovos. Na cor branca foram
encontradas dez posturas de massas de ovos, ja na fita de cor azul encontramos um
numero de posturas menor, apenas duas posturas para todas as fitas encontradas dessa
cor. A figura 28 mostra os resultados obtidos para a preferéncia das fémeas em realizar

a postura de ovos.

0,44 mm
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Figura 27: Ovo de simulideos separados da massa de ovos e fotografado em

Estereoscopio Leica M205.
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Figura 28: Preferéncia de coloracdo em fitilhos de polietileno por fémeas de simulideos

do Parque Natural Municipal Atalaia.

Desenvolvimento da familia Simuliidae em laboratério

ApOs seis tentativas de criar os simulideos capturados no Parque Natural
Municipal Atalaia, conseguimos obter uma sobrevivéncia desses organismos em
condicBes laboratoriais por até 16 dias, como descrito na tabela 10. No primeiro
experimento, foram adicionadas 50 larvas no aquéario e essas sobreviveram por quatro
dias. Contudo, ressalta-se que este era um aquario bem rudimentar, com pouca aeracao e
ainda sem equipamentos de filtragem da agua. Foi utilizado racdo de peixe para
alimentar as larvas, mas essa era grande demais, além de embolorarem e contaminarem
0 aquario. Além disso, a agua utilizada foi uma mistura de agua destilada com agua da
bica do biotério aquatico.

Na segunda tentativa, o aquario foi melhor equipado com mais bombas de
aeracdo, porém ainda nao tinhamos filtros biologicos e permanecemos utilizando a
mistura de &gua destilada e agua da torneira do biotério aquéatico. Nesse segundo
experimento ja conseguimos que pelo menos um individuo chegasse a fase adulta. A
partir da terceira tentativa em diante aumentamos o nimero de larvas no aquario e

substituimos a agua descrita para 0s experimentos anteriores por dgua do proprio riacho,
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trazida em um galdo de 50 litros e sempre renovada no aquéario. Do terceiro experimento
em diante ja conseguimos aumentar o dia de sobrevivéncia dos organismos em
laboratorio, chegando esses a sobreviver por 16 dias em condi¢fes controladas. Além
disso, continuamos conseguindo que as fases larvais continuassem conseguindo chegar
até a fase adulta, porém estes morriam apds vinte e quatro horas ap6s a eclosdo.
Observando esse evento, no quarto experimento passamos a retirar os adultos que
eclodiam no biotério aquatico e comegamos a coloca-los em gaiolas de potes plasticos,
como descrito na sessao metodologia, e leva-los para uma BOD no Laboratorio
Integrado de Ciéncias Morfofuncionais, onde a temperatura ficava na faixa entre os 27/

28 °C, e estes adultos conseguiram entdo sobreviver até dois ou trés dias.

Tabela 10: Desenvolvimento e sobrevivéncia de simulideos do Parque Natural
Municipal Atalaia em condigdes laboratoriais.

Més Ano N° da N° N° N° Dias de
tentativa larvas pupas Adultos  Sobrevivéncia

*Agosto 2017 10 50 0 0 4
*Setembro 2017 2° 50 4 1 12
Fevereiro 2018 3° 100 5 3 16
Marco 2018 40 100 7 4 16
Abril 2018 50 100 9 5 14
Agosto 2018 6° 100 4 3 16
Setembro 2018 7° 100 2 0 14

As tentativas que estdo marcadas com um * sdo as tentativas pilotos de criagdo em

laboratério.

Observagdo morfoldgica dos embrifes da familia Simuliidae a partir de campo

claro e marcacdo com DAPI

O desenvolvimento dos embrides dos insetos passa por diversos estagios de
divisdo inicial, gastrulacdo, segmentacdo e organogénese. Em nossos experimentos,
observamos a maior parte dos ovos em um estagio ja avancado de desenvolvimento,

com segmentacdo completa nesses embrides.
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Apos aplicar o protocolo de fixacdo dos ovos de simulideos, similar ao aplicado
por nosso grupo com o mosquito Aedes. Realizou-se o descoreonamento manual dos
mesmos, e entdo foi aplicada, pela primeira vez, uma técnica de marcagdo nuclear
(DAPI) utilizando ovos de simulideos. Ressalta-se ainda que esses protocolos sofreram
pequenas adaptagdes, ja que esses ovos apresentam diferencas se comparados com os do
mosquito Aedes aegypti. Os ovos de simulideos apresentaram-se muito menos estaveis
do que os ovos de Aedes aegypti, mas alteragdes no protocola para de descoreonamento
para que conseguissemos realizar a marcacdo com DAPI. Com o auxilio dessa técnica,
conseguimos visualizar o embrido de simulideos e inferir possiveis estruturas do
mesmo, como: regido anterior do embrido, onde ficam localizados a cabeca e 0s ocelos
do organismo, regido da pro-leg, que € uma dita como uma falsa perna e que auxilia na
locomocdo mede-palmo da larva e regido posterior desse inseto, onde ficam inimeros
Orgdos digestorios e excretorios, assim como a regido do disco anal, importante
estrutura que permite que as larvas desse inseto se fixem em substratos, como folhas e
pedras, e ndo sejam carregadas pela correnteza. Na figura 29, podemos ver as diversas

estruturas identificadas e coradas com o DAPI.

Figura 29: Embrides de Simulideos corados com DAPI. Em (A/A’)- Regido anterior do
embrido, Al - cabeca e A2 — ocelos. Em (B/B’)- B1- Regido da pro-leg e regido
posterior em B2. Em (C/C’)- Regiao anterior do embrido, com possivel regido do leque
cefalico em C1 e em (D/D’)- as setas D1 - Possiveis segmentos do embrido e D2-

possivel regido do disco anal. Barra de escala: 1 mm.
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DISCUSSAO

Os simulideos sdo insetos capazes de colonizar os mais diversos tipos de
substratos. Entre os substratos mais comuns estdo 0s vegetais suspensos na agua ou
imersos parcialmente, gravetos de madeira, paredes de cimento de tanques, rochas e
folhicos, como mostrado no capitulo 1. Contudo, substratos artificiais também
configuram locais para oviposi¢cdo de fémeas de simulideos, como, por exemplo, fitilho
de polietileno.

Notou-se, em nossos experimentos, que houve uma preferéncia de fémeas para
realizar a oviposicdo em fitilhos. Essa predilecdo foi notada preferencialmente por essas
fémeas no que diz respeito ao fitilho de coloragdo amarela. A preferéncia por essa cor
pode estar relacionada a coloracdo dos substratos naturais, em que € feita a oviposicdo
pelos simulideos.

No trabalho de Guajara et al. (2004), eles mostram a preferéncia de Euphalerus
clitoriae (Hemiptera: Psyllidae) por armadilhas que emitem o comprimento de onda na
coloracdo amarela, fazendo com que individuos dessa espécie sejam mais atraidos do
que pelas demais cores. Essa atracdo estaria ligada aos comprimentos de onda emitidos
por essa cor em folhas de plantas que ficam na faixa entre 500 e 600 nm.

Estudos realizados por Petry (2005) mostraram que o uso de fitilhos para a
oviposicéo de simulideos foi bem sucedida. Ainda nesse mesmo estudo, foi realizada a
comparacao de diferentes cores para mostrar o comportamento de oviposicao de fémeas
de simulideos. Em seus resultados, os fitilhos de coloracdo amarela e branca foram os
que receberam maior quantidade de posturas e nas mais variadas formas. Logo, nossos
resultados corroboram esses achados prévios.

Na primeira tentativa de mimetizar em laboratorio as condi¢fes ideais para a
criacdo de simulideos, que ocorreu no més de agosto de 2017, foram colocadas 50
larvas dentro de um aquario. Os imaturos que foram colocados no aquario sobreviveram
apenas quatro dias, no quinto dia, quando observado, ndo havia mais nenhum imaturo
Vivo.

As larvas foram mantidas no Biotério Aquatico sob uma temperatura constante
do ar de 21° C e temperatura média da agua de 22.8° C. O pH meédio foi 6.1,

representando um meio mais basico na primeira tentativa. A oxigenacao foi mantida por
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uma Unica bomba de aeragdo, isso acarretou em niveis médios de oxigenacdo bem
baixos (6.2mg/L e 58.9%), o que pode ter contribuido para o baixo sucesso do
experimento, ja que simulideos necessitam de grandes quantidades de oxigénio para se
desenvolverem. N&o havia nenhuma espécie de filtro e ndo foi medido quantidade de
amOnia presente na agua. Além disso, a agua utilizada na primeira tentativa foi
composta por 50% de agua destilada e 50% de &gua da torneira. Essa combinacdo de
agua destilada e da torneira pode ndo ter sido eficaz, uma vez que a agua destilada é
uma agua pobre em nutrientes e a dgua da torneira € tratada com cloro, o que pode
prejudicar o desenvolvimento dos simulideos.

Na segunda tentativa, que ocorreu no més de Setembro, foram colocadas
novamente 50 larvas de simulideos no aquério. Desta vez, o aquéario foi preenchido com
agua do proprio riacho do Parque Natural Municipal Atalaia e as larvas alimentadas
com spirulina da marca meissen, composta pela alga Spirulina maxima, uma vez por
semana. Além disso, 0 aquario estava mais aerado, com filtros bioldgicos e controlou-se
a amonia também. Como observado na tabela 10, houve um aumento no nimero de dias
(12 dias) em que os organismos sobreviveram e estes, entdo, conseguiram chegar as
fases de pupa e aladas. A maior concentracdo de oxigénio dissolvido na agua promovida
ao aquario pode ter contribuido para que a col6nia de simulideos, introduzida nesse
habitat artificial, tenha obtido uma maior resisténcia e sobrevivido por mais dias.

ApOs essas duas tentativas, manteve-se a metodologia, porém o namero de
individuos nas tentativas posteriores foi dobrado de 50 para 100 individuos. Nas
tentativas dos meses de fevereiro, marc¢o, abril, agosto e setembro de 2018, o nimero de
dias em laboratorio também aumentou de doze até dezesseis dias de sobrevivéncia.
Novamente houve individuos que chegaram as fases de pupa e adulto no aquéario, como
mostrado na tabela 10. Contudo, a taxa de individuos que conseguiu chegar a fase
adulta ainda é muito baixa, ndo atingindo nem 50% dos individuos.

Esse projeto tomou como base o descrito por Figueiro et al. 2006). Nele, o autor
citado realizou um trabalho similar, porém realizando bioensaios com larvicidas. Nesse
estudo, 0 mesmo utilizou um aquario de comprimento 0,45 m, largura 0,24 m e 0,36 m,
com um reservatorio localizado em seu topo. A agua foi constantemente bombeada do
fundo para esse reservatorio e seguida para outros dois canais de diferentes inclinagdes,
resultando em trés correntes de velocidades diferentes. O aquario descrito ndo possuia

nenhum tipo de oxigenacdo ou filtro. Segundo o autor, a taxa de sobrevivéncia era de
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47% a 60%, com 4% a 6% dos individuos chegando a fase de pupa, sem nenhum
individuo chegando a fase adulta.

Varios estudos relatam a influéncia de fatores abidticos e bidticos sobre a vida
dos insetos (Weigert et al. 2002; Jahnke et al. 2007;Almeida and Gongalves 2007). Em
dipteros, sua variacdo e abundancia podem estar correlacionadas a fatores, como:
variacdo de temperatura, umidade relativa do ar, precipitacdo, entre outros fatores
ambientais (da Silva Santos et al. 2011;Chen and Ye 2007;Gomes et al. 2000;Mello et
al. 2007; Lopes et al. 2008). Esses fatores ambientais apresentam uma importancia
eminente para esses organismos, uma vez que influenciam seu desenvolvimento,
reproducéo e comportamento (Silveira 1976).

Observando os dados do fator temperatura da agua, podemos analisar que esses
organismos, quando nas fases imaturas, foram capazes de se desenvolver em aguas com
temperaturas que variam entre 21.8 e 23.9 °C. De acordo com Pegaroro and Stuker
(1993), esses valores estédo praticamente dentro dos valores estimados e referenciados,
que foram entre 20 e 25°C. De acordo com Souza 1984), a temperatura € um fator
importante para o desenvolvimento dos simulideos como mostrado em anexo.

Nas primeiras tentativas, como o sistema que mantinha o aquario era bem
simples, com poucas bombas ainda, havia pouca circulacdo de oxigénio dentro do
microssistema. Essa caréncia de oxigénio no sistema pode ter contribuido para que os
imaturos de simulideos ndo tenham se desenvolvido e sobrevivido, uma vez que esses
organismos necessitam de uma quantidade grande de oxigénio dissolvido na agua.

Elevadas concentragfes de oxigénio, propiciam condi¢Oes ideais para o
desenvolvimento de larvas de borrachudo, por consequéncia de sua necessidade
metabdlica (Strieder et al. 2002;Strieder et al. 2006). Compreender essa dinamica €
importante, uma vez que muitos invertebrados aquaticos necessitam de aguas bem
aeradas para sobreviver (Hynes 1968).

Outro fator que pode ter contribuido para o aumento da sobrevivéncia dos
imaturos em laboratorio € a alimentacgdo. Inicialmente, nas coletas de agosto de 2017, os
imaturos foram alimentados com racao para peixe, resultando em uma sobrevivéncia de
quatro dias. Contudo, a racdo de peixe, mesmo quando macerada, apresentava um
tamanho muito grande em relacdo aos imaturos, além tambeém de fungarem, se deixadas
por muitos dias na agua. Apds essas observacdes, trocou-se a alimentacdo pela
spirulina, que é um composto feito de algas. Apos trocar 0 método de alimentacéo,

observou-se que, ja na coleta de Setembro, os imaturos sobreviveram por mais dias.
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As larvas devem ser alimentadas com fitoplancton e ragdes. Outros autores
relatam que a alimentacdo em sistemas fechados pode ser feita utilizando racdo para
peixe como suplemento alimentar (Zhang 2006;Vojvoddic et al. 2006) ou até levedura
(Hart et al. 1991; Fredeen 1959). Em seus trabalhos, Dellome Filho 1991), Puri 1925) e
Cunha et al. 2011) colocaram suas larvas em aquarios contendo &gua do rio e
suplementacdo com microalgas cultivadas e leveduras, além de haver também, em seu
aquario, bombas para realizar a aeracdo. Esses resultados mostraram que as larvas
tiveram uma sobrevida maior de até 43, quando em sua suplementacdo alimentar houve
uma combinac&o principalmente de algas e levedura, mas nenhum individuo chegou as
fases de pupa ou adulta.

Nos estudos realizados para investigar a Biologia do Desenvolvimento dos
simulideos dos corregos do Parque Natural Municipal Atalaia, pudemos, através da
marcacdo com DAPI, observar e mostrar possiveis estruturas, como apresentado na
sessdo dos resultados. Algumas dessas estruturas, como pro-leg e disco anal, séo de
importancia para esses organismos, uma vez que possibilitam sua locomocéo e fixacao
dentro do meio aquético, impedindo que estes sejam levados pela correnteza. Ainda
destaca-se o leque cefélico, importante para a alimentacdo desses organismos. Esses
resultados representam uma grande conquista para estudos de Biologia do
Desenvolvimento, ja& que a Familia Simuliidae é um grupo de interesse para
compreensdo da filogenia de dipteros e também como vetores de doencas e agentes
molestantes.

Embora ndo haja muitas pesquisas sobre a Biologia do Desenvolvimento de
Simuliidae, os estudos de Gambrell and Jahn 1933) mostram que o desenvolvimento
inicial de Simulideos dentro do ovo é similar ao desenvolvimento de outros dipteros,
como principalmente os Quironomideos em que a maior diferenca entre os dois grupos
seria que as membranas extraembrionérias se formam mais rapidamente no primeiro
grupo do que no segundo, a cauda do embrido é mais imersa na gema em
Quironomideos do que em Simulideos, as glandulas de seda sdo invaginacdes
ectodérmicas precoces. Dessa forma, com o0s avangos das técnicas, conseguimos

acompanhar melhor o desenvolvimento de Simulium.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que:

O uso de fitilho de polietileno como local de oviposi¢do de simulideos é
uma boa estratégia e que houve uma predilecdo pelas fémeas para a
coloracdo amarela, onde estas realizaram a oviposicao;

Na tentativa de criar espécies de simulideos em um ambiente controlado,
como laboratério, os mesmos sobreviveram durante dezesseis dias, com
individuos chegando as fases de pupa e adulto alado;

Os primeiros estudos sobre Biologia do Desenvolvimento utilizando
marcagdo com DAPI permitiram-nos identificar estruturas caracteristicas da
familia, possibilitando-nos inferir possiveis estruturas dos embrifes de

Simulium sp.
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Tentativa

ANEXOS

Tabela 11: Valores dos fatores abioticos medidos em condigdes laboratoriais de acordo com as tentativas de criacdo de simulideos em

laboratorio.
Més
Agosto/2017 35.7
Setembro/2017 174.25
Fevereiro/2018 171.6
Mar¢o/2018 171.8
Abril/2018 163.1
Agosto/2018 162.9
Setembro/2018 162.5

Tabela 12: Dados dos Fatores abidticos coletados em campo no Parque Natural Municipal Atalaia.

Mesesde Estagd Cdrrego Ponto
coleta o de
Coleta
Fevereiro Chuva Mirante P1
S
Fevereiro Chuva Mirante P2

S

21.0
21.0
21.0
21.0
21.0
21.0
21.0

Condutividad
e (us)

39.2

38.2

Temperatura
do ar (°C)

40

40

22.8
21.8
23.5
23.9
23.7
23.5
23.6

Temperatura da

agua (°C)
24.6

24.2

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

Salinidad
e (us)

Condutividade (1S) | Temperatura do ar (°C) | Temperatura da dgua (°C) | Salinidade (uS)

0

TDS (uS) | 02 dissolvido (%)

24.0
125.2
114.2
116.8

9.60

9.85

9.77

TDS
(nS)

25.8

25.2

02
dissolvido
(%)
77.2

79.6

58.9
92.3
82.9
86.7
84.9
93.8
92.6

02
dissolvido

(mg/1)
6.52

6.49

6.2
9.5
8.7
8.9
7.7
8.0
8.3

pH

6.50

6.43
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02 dissolvido (mg/l)

Vazao

(m/s?)
0,045

0,041

6.1
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5
7.5



Fevereiro
Fevereiro
Fevereiro
Margo
Marco
Marco
Margo
Marco
Abril
Abril
Abril
Abril
Abril
Agosto

Agosto

Agosto

Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
s
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Chuva
S
Seca

Seca

Seca

Atalaia

Atalaia

Atalaia

Mirante

Mirante

Atalaia

Atalaia

Atalaia

Mirante

Mirante

Atalaia

Atalaia

Atalaia

Mirante

Mirante

Atalaia

P3

P4

P1

P2

P3

P4

P5

P1

P2

P3

P4

P5

P1

P2
P3

43.2

40.7

41.9

37.4

36.9

41.8

41.2

43.3

37.8

37.3

42.1

40.8

42.1

390.1

37.8
45.4

40

40

40

36

36

36

36

36

31

31

31

31

31

23

23
23

24.2

23.9

23.4

22.7

22.5

22.2

22.5

22.6

23.8

23.5

23.9

23.6

22.7

20.9

20.5
20.3

28.5

27.1

28.1

255

254

29.0

28.1

28.5

23.5

25.0

28.0

26.9

27.8

27.4

26.7
324

82.1

79.0

74.3

61.7

61.8

62.0

62.1

63.4

80.3

74.3

77.0

78.8

84.5

66.4

69.5
51.6

6.72

6.91

6.51

5.25

5.34

5.31

5.41

5.54

6.78

6.50

6.70

6.36

6.63

6.22

4.57
4.70

6.25

6.38

6.35

6.40

6.45

6.39

6.43

6.55

6.65

6.44

6.54

6.56

6.58

6.32

6.41
6.53

0,065

0,063

0,058

0,04

0,043

0,051

0,055

0.05

0,038

0,043

0,054

0,052

0,048

0,014

0,033
0,052



Agosto

Agosto

Setembro
Setembro
Setembro
Setembro

Setembro

Seca

Seca

Seca
Seca
Seca
Seca

Seca

Atalaia

Atalaia

Mirante
Mirante
Atalaia
Atalaia

Atalaia

P4

P5

P1
P2
P3
P4
PS5

43.8

43.1

41.5
41.7
53.8
51.7

47.8

23

23

33
33
33
33
33

20.1

20.0

23.5
23.3
23.1
22.7
22.1

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

31.4

313

27.8
28.0
35.9
35.1

341

52.7

64.1

75.0
66.0
60.3
64.2

66.2

4.88

571

6.37
5.63
5.19
5.52

5.80

6.45

6.50

6.94
6.85
6.89
6.83

6.89

69

0,014

0,029

0,023
0,064
0,021
0,032

0,022
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