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RESUMO

O género Antillocladius Sether, 1981 compreende hoje 32 espécies descritas, sendo que 24
ocorrem na regido Neotropical. Destas, além dos machos adultos, somente quatro possuem as
pupas descritas em literatura (A. antecalvus Sether, 1981, A. folius Mendes, Andersen &
Seaether, 2004, A. musci Mendes, Andersen & Sather, 2004 e A. pluspilalus Sather, 1982), trés
as larvas (A. folius, A. musci e A. pluspilalus) e apenas duas tém as fémeas conhecidas (A.
antecalvus e A. musci). Tal cenario evidencia a necessidade de conhecer mais profundamente
o ciclo de vida das espécies e estabelecer associagdes entre os semaforontes. Pelo fato de que
poucos trabalhos descrevem todos os estagios de vida dos quironomideos, nosso intuito foi
associar os diferentes semaforontes, descrevendo imaturos e fémeas de espécies ja conhecidas
apenas pelos machos adultos. A partir da criacéo isolada de larvas e pupas em laboratério até
a emergéncia dos adultos, descrevemos também, novas espécies com todos os semaforontes
associados. Assim como, com a técnica de DNA Barcoding, foi possivel extrair, amplificar e
sequenciar a subunidade | do gene mitocondrial citocromo oxidase (COIl) a fim de montar
uma biblioteca com dados moleculares para auxiliar em futuros estudos filogenéticos, no
reconhecimento das espécies e nas associacOes especificas de diferentes semaforontes. O
material analisado foi coletado em musgos e liquens sobre arvores, acondicionado em placas
de Petri e mantido em temperatura ambiente em laboratdrio onde varias larvas foram isoladas
e observadas diariamente até emergirem. Descrevemos 0s imaturos e fémea de A. brazuca e
trés novas espécies com base no macho adulto associados aos seus imaturos, incluimos
também as sequéncias do gene citocromo oxidase subunidade | (COI) dessas trés novas
espécies e de algumas espécies ja conhecidas de Antillocladius Saether. Uma nova ocorréncia
para Bryophaenocladius carus (Roback, 1962), no Brasil, foi assinalada e suas sequéncias de
COI foram obtidas e apresentadas. Analises filogenéticas foram implementadas a partir desses
dados moleculares a fim de relacionar o parentesco entre as espécies aqui estudadas. Os
resultados obtidos a partir das analises de Poisson Tree Processes” (PTP) indicam que o0s
limites das espécies, como atualmente estdo definidos a partir de caracteres morfologicos,
precisam ser reavaliados: A. musci, por exemplo, apareceu como um conglomerado de trés
linhagens distintas, o que deve resultar na sua fragmentacdo em trés especies diferentes;
situacdo semelhante foi observada em A. brazuca, que devera ser dividida em duas espécies; e
a propria A. sp. n. 1, pode ser considerada de uma a trés espécies a depender da analise

aplicada.
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ABSTRACT

The genus Antillocladius Seether, 1981 now comprises 32 described species, 24 of which
occur in the Neotropics. Of these, apart from adult males, only four have pupae described in
the literature (A. antecalvus Seether, 1981, A. folius Mendes, Andersen & Sether, 2004, A.
musci Mendes, Andersen & Sether, 2004 and A. pluspilalus Sether, 1982), three have larvae
(A. folius, A. musci and A. pluspilalus) and only two have known females (A. antecalvus and
A. musci). This scenario highlights the need to learn more about the life cycle of the species
and to establish associations between semaphorons. As few studies have described all life
stages of chironomids, our aim was to associate the different semaphores and to describe
immatures and females of species previously known only from adult males. From the isolated
rearing of larvae and pupae in the laboratory to the emergence of adults, we also described
new species with all their associated semaphorons. Using the DNA barcoding technique, it
was also possible to extract, amplify and sequence subunit | of the mitochondrial cytochrome
oxidase gene (COI) to build up a library of molecular data to aid future phylogenetic studies,
species recognition and the specific associations of different semaphorons. The material
analysed was collected from mosses and lichens on trees, placed in petri dishes and kept at
room temperature in the laboratory, where several larvae were isolated and observed daily
until they emerged. We describe the immatures and the female of A. brazuca and three new
species based on the adult male associated with its immatures. We also include the sequences
of the cytochrome oxidase subunit I (COI) gene of these three new species and of some
already known species of Antillocladius Saether. A new occurrence of Bryophaenocladius
carus (Roback, 1962) in Brazil was noted and its COI sequences were obtained and presented.
Phylogenetic analyses were performed on the basis of these molecular data in order to
establish the relationship between the species studied here. The results of the Poisson Tree
Processes (PTP) analyses indicate that species boundaries, currently defined on the basis of
morphological characters, need to be re-evaluated: A. musci, for example, appeared as a
conglomerate of three different lineages, which should lead to its fragmentation into three
different species; a similar situation was observed for A. brazuca, which should be split into
two species; and A. sp. n. 1 itself can be considered as one to three species, depending on the

analysis applied.

Keywords: Chironomidae, Antillocladius Sather, Bryophaenocladius carus (Roback),

Taxonomy, Semaphorons.



1. INTRODUCAO

Diptera é uma das quatro maiores ordens de Insecta (Grimaldi & Engel, 2005) e é
composta por insetos popularmente conhecidos no Brasil como: moscas, mutucas, maruins,
pernilongos, carapands, borrachudos, mosquitos e afins. Também é um dos grupos mais
diversos tanto ecologicamente quanto na riqueza de espécies (Pinho, 2008). A infraordem
Culicomorpha dentro de Diptera compreende as familias, Ceratopogonidae, Chaoboridae,
Chironomidae, Culicidae, Corethrellidae, Dixidae, Nymphomyiidae, Simuliidae e
Thaumaleidae (sensu Sather 2000a). Dentre essas familias, Chironomidae serd objeto de
nossos estudos.

Os quironomideos fazem parte da maior e mais frequente familia de insetos aquéaticos
(Pinder, 1986; Cranston, 1995). E composta por onze (11) subfamilias, sendo elas
Telmatogetoninae Wirth, 1949, Aphroteniinae Brundin, 1966, Podonominae Thienemann,
1937, Usambaromyiinae Andersen & Sether, 1994, Tanypodinae Thienemann & Zaviel,
1916, Chilenomyiinae Brundin, 1983, Buchonomyiinae Brundin & Sather, 1978, Diamesinae
Kieffer, 1921, Prodiamesinae Sather, 1976, Orthocladiinae Edwards, 1929 e Chironominae
Newman, 1834 (Sather, 2000b). A regido neotropical apresenta registro de 10 subfamilias,
sendo, portanto, aquela de maior diversidade taxonémica dentre as demais do mundo. Nesta
regido, apenas representantes da subfamilia Usambaromyiinae ainda ndo foram registrados, ja
que sua distribuicdo, até 0 momento, segue sendo restrita a regido afrotropical (Spies & Reiss,
1996). As demais regiGes apresentam, no maximo, oito subfamilias registradas (Ashe &
O’ Connor, 2009). No Brasil, ha registro de cinco delas: Chironominae, Orthocladiinae e
Tanypodinae sdo amplamente distribuidas pelo continente; Telmatogetoninae aparece
representada por dois géneros, Telmatogeton Schiner, 1866 e Thalassomyia Schiner, 1856,
ambos restritos a regido litoranea nas zonas entre marés (Trivinho-Strixino, 2011; de Oliveira
et al., 2013); e Podonominae também representada por dois géneros, Podonomus Philippi,
1865 e Parochlus Enderlein, 1912, que ocorrem em elevadas altitudes (Roque & Trivinho-
Strixino, 2004; Trivinho-Strixino, 2011; Pinho & Shimabukuro, 2018; Shimabukuro &
Trivinho-Strixino, 2018; Shimabukuro et al., 2022). Contudo, apesar da regido neotropical ser
a mais diversa no &mbito do nimero de subfamilias de Chironomidae, o nimero de géneros e
espeécies conhecidas ainda € bem menor que o registrado para as regides Neartica e Paleartica
(Ashe & O'Connor, 2009).

Os mosquitos da familia Chironomidae sdo insetos holometabolos que possuem quatro

estagios em seu ciclo de vida: ovo, larva (com quatro instares), pupa e adulto (imago), sendo a
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fase larval, a mais longa do seu ciclo de vida (Oliver, 1971), variando entre dias a anos de
desenvolvimento, conforme espécie e condi¢cdes ambientais (Coffman & Ferrington, 1996).
As larvas vivem em agua doce, ambiente marinho e ambientes terrestres, podendo ser de vida
livre, parasitas ou mesmo simbiontes (Pinder, 1995; Tokeshi, 1995; Roque et al., 2004). Essas
larvas de vida-livre se encontram em madeira submersa ou macrofitas e em tubos formados
por secrecdo salivar, associados a rocha, plantas e detritos (Courtney & Merritt, 2008). Ha
espeécies registradas para as mais variadas condi¢Ges de temperatura, pH, salinidade, oxigénio
dissolvido e profundidade, o que evidencia 0 sucesso evolutivo do grupo e,
consequentemente, viabiliza sua utilizacdo em estudos de biomonitoramento da qualidade de
agua (Spies et al., 2009).

As larvas sdo apnéusticas, exceto algumas espécies da subfamilia Podonominae que
apresentam dois espiraculos no oitavo segmento (Brundin, 1966; Oliver, 1971; Cranston,
1995); possuem a capsula cefalica bem desenvolvida, ndo retréatil; sdo prognatas, pecas bucais
dirigidas anteriormente; e suas mandibulas operam no plano obliquo a horizontal. Apresentam
um corpo alongado e segmentado que ndo possui articulagdes toracicas, com dois pares de
pseudopodes ventrais, um no primeiro segmento toracico e um no ultimo segmento
abdominal. Em algumas espécies terrestres pode ocorrer fusdo e/ou reducdo desses
pseuddpodes. O ultimo segmento abdominal, além dos pseuddpodes, apresenta dorsalmente
tibulos anais e um par de procercos, cada um com um tufo de cerdas apicais (Cranston,
1995).

A fase de pupa dos quironomideos € bastante curta, principalmente quando
contraposto ao tempo de desenvolvimento dos estagios larvais, podendo durar de horas até
alguns dias (Brock, 1960; Darby, 1962; Oliver, 1971; Cranston, 1995). Embora efémero, 0
estagio pupal envolve grandes mudancas na morfologia, uma vez que, durante este estagio, a
larva se transforma em adulto (Cranston, 1995). As pupas possuem formato de virgula com
cefalotérax mais robusto que o abdémen, ndo apresentam divisdes nos lobos anais e possuem
0 tergito e o esternito IX modificados em um lobo nadador, caracteristicas que podem ser
utilizadas para distinguir as pupas de Chironomidae da maioria das pupas de outras familias
de dipteros “nematoceros”. Apesar das caracteristicas morfoldgicas serem visiveis em uma
pupa com o adulto em desenvolvimento (ou totalmente desenvolvido), elas podem ser mais
facilmente visualizadas em uma exuvia pupal (Cranston, 1995).

O estagio de imago, dura de varios dias a algumas semanas, os adultos possuem as
pecas bucais reduzidas e ndo se alimentam, voltando seus esforcos para a reproducao (Oliver,

1971). Os adultos de Chironomidae apresentam dimorfismo sexual nas antenas, sendo as dos



11

machos geralmente mais plumosas, maiores e com mais flageldmeros que as das fémeas, no
abdémen, sendo que este tagma nas fémeas € mais robusto e nas asas, que nas fémeas séo
mais largas, enquanto os machos apresentam as nervuras Costal (C) e Radial (R) mais
esclerosadas que as demais (Cranston, 1995). Caracteristicas morfoldgicas das asas (como por
exemplo a presenga de cerdas, pigmentacdo e relagOes entre nervuras) sdo informacoes
importantes para a identidade taxondmica do grupo (Cranston, 1995).

O histérico baixo numero de taxonomistas treinados para reconhecer e identificar
individuos da familia Chironomidae, atuando na regido neotropical, reflete o que se conhece
como impedimento taxondmico e representa um dos principais gargalos no desenvolvimento
de estudos que visem aumentar o conhecimento sobre a diversidade desta familia na regido
neotropical. Diante deste cenario, muitas espécies seguem sendo descritas baseadas apenas no
exame de machos adultos (Andersen & Mendes, 2007; Mendes & Andersen, 2008; 2009;
Pinho et al., 2009a; 2009b; Andersen et al., 2010; Hagenlund et al., 2010a; 2010b; Mendes et
al., 2011). Alguns géneros (e.g. Oleia Andersen et Mendes, 2007, Saetherocryptus Andersen
et Mendes, 2007; Saetherolabis Andersen et Mendes, 2007; Iporangomberus Mendes et
Andersen, 2011 e Pebapomberus Mendes et Andersen, 2012) s6 sdo conhecidos dos adultos e
suas larvas podem estar sendo identificadas erroneamente como pertencentes a outros
géneros.

A subfamilia Orthocladiinae ocorre em todas as regides biogeograficas do mundo,
incluindo as regibes polares (Spies et al., 2009; Ashe & O"Connor, 2012) e é a mais diversa
em numero de géneros, embora seja a segunda mais diversa em nimero de espécies, ficando
atras apenas de Chironominae (Ashe & O"Connor, 2012). Orthocladiinae é a subfamilia com
mais representantes terrestres, com géneros totalmente ou parcialmente terrestres, por
exemplo, Molleriella Sezther & Ekrem, 1999 (Seether & Ekrem, 1999; Andersen, 2014),
Gymnometriocnemus Goetghebuer, 1932, Limnophyes Eaton, 1875, Paraphaenocladius
Thienemann, 1924, Parasmittia Strenzke, 1950, Pseudosmittia Edwards, 1932 e Smittia
Holmgren, 1869 e o0s géneros estudados nesse trabalho, Antillocladius Sather, 1981 e
Bryophaenocladius Thienemann, 1934 (Pinder, 1995). De acordo com Cranston & Epler
(2013), Tanypodinae também possui alguns géneros em que 0s imaturos permeiam o
ambiente terrestre.

O género Antillocladius Sether (1981) foi erigido (com a espécie-tipo A. antecalvus
Sether) a partir de exemplares provenientes de S&o Vicente e Granadinas, Antilhas, o que deu
0 nome ao género (Orthocladiinae que ocorre nas Antilhas). No ano seguinte, Seather (1982)

descreveu duas especies adicionais, A. arcuatus e A. pluspilalus, provenientes do sudeste dos
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EUA. Na década seguinte, Wang & Seether (1993) descreveram duas espécies da China, A.
scalpellatus e A. zhengi e Andersen & Contreras-Ramos (1999) descreveram a primeira
especie da América do Sul: A. skartveiti. Cinco anos mais tarde, Mendes et. al. (2004)
descreveram nove espécies da regido Neotropical: A. biota, A. calakmulensis, A. folius, A.
herradurus, A. musci, A. sooretama, A. ubatuba, A. venequatoriensis e A. zempoalensis.
Ainda no mesmo ano, Yamamoto (2004) transferiu duas espécies japonesas para este género:
A. tokarameneus (Sasa & Suzuki) e A. yakyijeus (Sasa & Suzuki). Tang & Wang (2006)
descreveram mais uma espécie para a China A. longivirgius. Mendes & Andersen (2008)
transferiram uma espécie da India para este género: A. subnubilus (Sinharay & Chaudhuri) e
descreveram sete especies novas: A. atalaia, A. axitiosus, A. brazuca, A. campususp, A.
gephyrus, A. plicatus e A. ultimus. Mendes et al. (2011) descreveram mais duas novas
espécies para a regido Neotropical: A. anandae e A. itatiaia. Alguns anos depois,
Makarchenko et al. (2016), descreveram A. koreanus Makarchenko & Makarchenko para a
Coreia do Norte e, no ano seguinte, Andersen & Hagenlund (2017) descreveram duas
espécies para a Amazonia, A. bulbosus e A. simplex. Por ultimo, Ospina-Torres, Mey &
Jaime-Murcia (2018) descreveram A. laviejae para a Colémbia.

Nas duas ultimas revisdes do género, Mendes et al. (2004) e Mendes & Andersen
(2008) registraram a ocorréncia de Antillocladius folius em quase toda extensdo da Mata
Atlantica, desde o estado de Sergipe até Santa Catarina. Todas as outras espécies de
Antillocladius que foram registradas para o Brasil, exceto A. folius, ocorrem em apenas uma
das regides de endemismo de Mata Atlantica propostas por Silva & Casteleti (2003).

Até a presente data, sdo conhecidas 32 espécies, 24 ocorrem na regidao Neotropical e
18 no Brasil, das quais, 15 sdo endémicas do pais (Pinho, 2023), porém a taxonomia esta
integralmente baseada em machos adultos, muitas vezes descritos por apenas um exemplar
(e.g. A. anandae, A. axitiosus, A. calakmulensis, A. gephyrus, A. herradurus, A. itatiaia, A.
koreanus, A. longivirgius, A. zempoalensis, A. zhengi.) O conhecimento dos estagios imaturos
ainda é incipiente e das 32 espécies nominais, somente quatro tiveram seus imaturos
descritos, A. antecalvus, A. folius, A. musci e A. pluspilalus e, destas, somente duas, A.
antecalvus e A. musci, possuem as fémeas adultas conhecidas pela ciéncia.

Bryophaenocladius Thienemann, 1934 é um género complexo e diverso com
representantes distribuidos por quase todo o globo (Wang et al., 2006; Donato, 2011). No
catdlogo de Ashe & O’Connor (2012) foram listadas 115 espécies para 0 género, mas, nos
anos seguintes, esse nimero continuou crescendo e 11 novas espécies, recentes ou fosseis,

foram acrescentadas (Baranov et al., 2015; Makarchenko et al., 2016; Kong et al., 2021,
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Moubayed & Lods-Crozet, 2022; Namayandeh & Beresford, 2022; Som et al., 2023).
Taxonomia integrativa € um termo que vem sendo empregado para abordar o uso de
diferentes abordagens (marcadores moleculares, caracteres morfoldgicos e/ou ecoldgicos,
etc.) a fim de auxiliar no reconhecimento e identificacdo de espécies. A utilizacdo desta
combinacdo de dados se faz necesséria, principalmente, quando h& elevado grau de
similaridade morfoldgica entre um ou mais semaforontes de espécies de um mesmo téxon,
sucitando a utilizacdo de diferentes metodologias com perspectivas complementares, além da
tradicional taxonomia alfa (Dayrat, 2005; Schlick-Steiner et al., 2010). Nessa dissertagéo,
lancarei méo desse tipo de abordagem, combinando a taxonomia alfa, que usa a morfologia
como base, com a técnica de DNA Barcoding, que utiliza marcadores moleculares para
identificar e delimitar espécies (Hebert et al., 2003), para associar espécimes cripticos as

espécies ja conhecidas e, de forma bem mais polémica, na descricdo de novas espécies.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo sugerem uma reflexdo em relacdo ao que se conhece sobre
a diversidade das espécies mais amplamente distribuidas, como A. antecalvus, A. arcuatus e
A. pluspilalus, ja que estas ocorrem desde o norte da regido Neotropical até o Brasil e A. folius
que possui ocorréncia assinalada em quase toda a extensdo da Mata Atlantica. Sera que todas
sdo espécies com ampla distribuicdo ou constituem grupos de espécies cripticas, assim como
observado neste estudo para A. musci, em duas populacdes localizadas em distancias
inferiores a 200 quilémetros da localidade-tipo.

Algumas abordagens alternativas podem ajudar a confirmar essas potenciais novas
espécies identificadas nesse trabalho, como aumentar a amostra de dados moleculares, usando
mais de uma subunidade do gene citocromo oxidase e ndo somente a subunidade I, além do
uso de fragmentos de outros genes mitocondriais que possam apresentar um maior grau de
especificidade. E possivel também lancar mdo da morfometria geométrica e/ou estudos como
a filogeografia.

Nossos resultados reforcam a importancia dos estudos taxonémicos integrativos na
busca pelo conhecimento da diversidade de alguns grupos de Diptera, demonstrando que
apenas a morfologia ndo seria suficiente para identificar e reconhecer espécies cripticas e as

novas espécies que estamos descrevendo.
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