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1. Introducao

Plantas da familia Bromeliaceae sdo comuns em florestas imidas, como na Mata
Atlantica, onde se apresentam como uma das familias de epifitas com maior riqueza de
espécies. A bromélias sdo constituidas de raiz firme, caule pequeno e densamente coberto
com folhas, formando uma roseta ou tufo; esta disposicdo, em muitos casos, forma um
pequeno receptaculo ou tanque (Reitz 1983; Souza & Lourenzi 2008) que permitem a
retengdo de dgua e matéria organica nos imbricamentos das folhas, proporcionando um
ambiente aqudtico rico em detritos que funciona como nicho a uma variedade de
invertebrados, principalmente artropodes (Benzing 1980; Frank & O’Meara 1984). Dentre as
ordens de insetos encontrados em fitotelmata, os Diptera se destacam, pois varias espécies
parecem dever sua alta radiacdo a sua associacdo com bromélias, incluindo varias linhagens
de Syrphidae, e.g., Ocyptamus Macquart, Quichuana Knab e Copestylum Macquart
(Guimaraes & Amorim 2006).

Os representantes da familia Syrphidae, também conhecidos como moscas-das-flores,
compdem um grupo grande e taxondmicamente diverso de Diptera, sendo encontrados em
uma ampla variedade de habitats (Weems 1953), ocorrendo tanto em ambientes urbanos
quanto rurais. Atualmente, Syrphidae possui 6.000 espécies descritas para o mundo,
distribuidas em 202 géneros e trés subfamilias: Eristalinae, Microdontinae e Syrphinae
(Thompson ef al. 2010). De acordo com Amorim et al. (2002), 82 géneros e 1.637 espécies de
Syrphidae estdo registrados para a Regido Neotropical. Posteriormente, Jorge et al. (2007)
encontraram 97 espécies e 26 géneros representando as trés subfamilias de Syrphidae num
inventario realizado no Parque Estadual de Vila Velha em Ponta Grossa, no Parana.

As larvas de Syrphidae sdo, em geral, diversas em forma e hébitat com espécies
predadoras, fitéfagas e saprofagas (Wagner et al. 2008). A maioria das larvas da subfamilia
Syrphinae, por exemplo, ¢ predadora principalmente de afideos, e.g., Ocyptamus
gastrostactus (Wiedemann), Allograpta exotica (Wiedemann), Pseudodorus clavatus
(Fabricius) e O. anthiphates (Walker) (Thompson 1981; Auad & Trevizani 2005). Também,
larvas de muitas espécies da familia desempenham um importante papel ecoldgico em
ambientes florestais, atuando como decompositores de matéria organica (Marin-Armijos et al.
2017). Espécies que se desenvolvem em bromélias também tém um alto potencial como
indicadores de qualidade ambiental, j4 que os microambientes contidos em bromélias sdao
sensiveis aos efeitos relacionados as mudancas climaticas (Marcos-Garcia ef al. 2012).

Rotheray et al. (2000) mencionam que as larvas de Ocyptamus Macquart

desenvolvem-se e predam pequenos animais, principalmente outros artropodes, em tanques de
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bromélias. De forma mais geral, outras linhagens de sirfideos neotropicais que apresentaram
extensas radiagdoes em associacdo com fitotelmatas dentro de bromélias vivas e em
decomposic¢do, incluem Ocyptamus Macquart, Quichuana Knab e Copestylum Macquart.

Embora as moscas da familia Syrphidae sejam relativamente abundantes, existe uma
consideravel falta de conhecimento da sua diversidade (Thompson 1999). A dimensao da
caréncia de informagdo ficou evidente recentemente apds a publicagdo de Rotheray et al.
(2007), de um estudo focado nas espécies de Copestylum associadas a bromélias neotropicais.
O estudo registrou 23 espécies, das quais 22 foram descritas como espécies novas. O cenario
¢ ainda mais desolador quando se trata das formas imaturas de Syrphidae, ja que apesar da
grande riqueza de espécies registradas para a Regido Neotropical, o que conhecemos sobre os
seus estadios imaturos chega a ser menos do que 1% (Thompson 1999). Isso todo, apesar da
crescente consciéncia sobre a importancia dos inventarios faunisticos para a priorizacao de
areas de conservagdo ¢ monitoramento do meio ambiente, assim como a estreita relagdo entre
o estado das populacdes de syrphideos com a funcdo e estado da estrutura de determinados
ambientes (Rotheray & Gilbert 2011).

O progresso no estudo das populagdes de sirfideos tem sido represado principalmente
pela falta de ferramentas de identificacdo taxonomica tanto de adultos como dos estagios
imaturos. A classificagdo tradicional de Syrphidae, por exemplo, baseia-se principalmente em
chaves de identificacdo feitas com caracteres do adulto (Rotheray & Gilbert 1999). Tao pouco
se conhece sobre as formas imaturas sendo esperado que ndo se conhegam chaves
morfoldgicas ou outras ferramentas que permitam a correta identificacio de larvas de
sirfideos, muito menos, detalhes sobre as suas etapas de desenvolvimento.

Estudos recentes sobre a diversidade e biologia de Syrphidae, tém utilizado a criacdo
larval e apresentam esta pratica como um método eficaz para a preparagdo de inventarios que
facilita também a obtengdo de informagdes sobre os locais de reprodugdo e preferéncias de
micro-habitat (Marcos-Garcia et al. 2012; Ricarte et al. 2015).

No mesmo contexto, visando superar as dificuldades associadas a identificacdo de
espécies por caracteristicas morfoldgicas (somado a falta de chaves para as fémeas, imaturos e
a existéncia de espécies cripticas), as técnicas moleculares de DNA, se apresentam como uma
potente alternativa metodologica (Harvey et al. 2003). O uso de dados moleculares tanto na
identificacdo de espécies, como no estudo da sua histéria evolutiva, tem se popularizado nos
ultimos vinte anos, contribuindo com o aceleramento das praticas taxondmicas, como
propostas de classificacdo mais rapidas, maior precisdo (diminui a subjetividade) e descoberta

de espécies cripticas (Hebert & Gregory 2005; Jordaens ef al. 2015; Stéhls et al. 2009).
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2. Justificativa

O desenvolvimento deste trabalho sera relevante perante a necessidade tacita de
conhecer e entender melhor a diversidade da Mata Atlantica do Estado do Parand, que é uma
area pouco estudada, apesar de ser considerada altamente biodiversa. Além disso, sdo
necessarios maiores esfor¢cos para entender sua biodiversidade, uma vez que taxas de extin¢ao
de espécies aumentaram entre cem e mil vezes as observadas durante os cinco episddios de
extingdo em massa que precederam o aparecimento do ser humano (Paz ef al. 2011).

Este estudo contribuird diretamente ao conhecimento da composi¢do da fauna de
Syrphidae associada a fitotelmata de bromélias, proporcionando uma visao mais ampla sobre
a riqueza de espécies e suas interacdes dentro de diversos ecossistemas que compdem a Mata
Atlantica. Adicionalmente, com os dados de biologia e morfologia das fases imaturas, busca-
se enriquecer o banco de dados disponiveis para facilitar a identificacdo de espécies de
sirfideos em qualquer uma das suas fases de desenvolvimento. Junto com os dados
morfoldgicos, sera construido um amplo banco de dados de DNA com grande potencial para
futuros estudos em sistematica do grupo, enriquecendo ao mesmo tempo, o leque de
ferramentas taxonomicas disponiveis para a identificagdo das espécies de Syrphidae. Tais
informacodes serdo de extrema e fundamental importancia para o estabelecimento de futuras
estratégias de conservagao.

Assim, levando em considerag@o que: a Regido Neotropical ¢ uma fonte praticamente
inesgotavel de conhecimento em biodiversidade que necessita maiores esfor¢os para o melhor
conhecimento; Syrphidae apresenta muitas espécies ndo conhecidas, pelo menos, em seu
estagio imaturo; o microcosmos oferecido pelas bromélias ¢ um campo a ser explorado para o
conhecimento de novas espécies; e a necessidade de testar uma metodologia que associe
adultos a formas imaturas de insetos, os objetivos do presente projeto sdo apresentados a

seguir.
3. Objetivos

3.1.  Objetivo geral
e C(Caracterizar a fauna de Syrphidae associada a fitotelmata de bromélias na Mata
Atlantica do Estado do Parand, contribuindo para o conhecimento da biodiversidade
da Regido Neotropical.

3.2.  Objetivos especificos
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e Descrever os estagios de desenvolvimento (adulto, instares larvais e pupario)
das espécies de Syrphidae encontradas em fitotelmata de bromélias;

e Associar estdgios imaturos e adultos das espécies através de métodos
filogenéticos, utilizando DNA barcoding;

e FElaborar uma chave de identificacdo para as espécies de Syrphidae (adultos e

larvas) associadas a fitotelmata.

4.1.  Area de Estudo.

As coletas serdo realizadas em regides da Mata Atlantica do Estado do Parand, com
énfase no Parque Estadual Rio da Onga (Matinhos-PR, 25°50’S ¢ 48°30°W) e na Floresta
Estadual do Palmito (Paranagua-PR, 25°34'S e 48°32"W).

O Parque Estadual Rio da Onga, foi criado pelo Decreto n° 3.825 de 04 de junho de
1981, possuindo cerca de 118,50 ha. Localiza-se na planicie litordnea paranaense,
praticamente ao nivel do mar (2-3 m s.n.m.), a cerca de 400m da linha de maré.

A Floresta Estadual do Palmito, ¢ uma Unidade de Conservagao de Uso Sustentavel
composta por 530 hectares de vegetacdo nativa, criada a partir do Decreto Estadual n°® 4.493
de 17 de junho de 1998. Sua criacdo teve como objetivo promover agdes que visam garantir a
conservacdo de uma pequena parcela do ambiente Floresta Atlantica através da insercdo da
atividade silvicultura do Palmito-jucara (Euterpe edulis) e pupunha (Bactris gasipaes)
visando, com isso, diminuir a exploracao ilegal e predatoria do palmito nativo que ocorre na
regido para garantir a sustentabilidade local desta espécie.

A escolha do Parque Estadual Rio da Onga e da Floresta Estadual do Palmito, como
areas de estudo deve-se principalmente as suas caracteristicas vegetacionais € a estrutura
logistica adequada a pesquisa assim como seguranga quanto as pressdes de atividades

antropicas que pudessem comprometer os experimentos.

4.2. Criacao das espécies de Syrphidae.
4.2.1. Obtencao das formas imaturas.

Os exemplares de Syrphidae serdo obtidos a partir da coleta da larva nos tanques de
Bromeliaceae. As plantas serdo retiradas do meio, de forma aleatdria, ndo considerando seu
género e espécie, em todos os estratos (terrestres e epifitas). As coletas acontecerdo durante o
primeiro ano do projeto, principalmente nos periodos de primavera e verdo. Serdo realizadas

coletas de no minimo 25 exemplares, os quais serdo acondicionados em sacos plasticos e
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levados ao Laboratorio de Estudos e Diversidade de Insetos da Regido Neotropical -
Taxonlab, localizado no Setor de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Zoologia da
Universidade Federal do Parand. Quando houver condig¢des, algumas bromélias serdo
desmontadas e a triagem feita diretamente no Parque.

No laboratorio, as bromélias serdo desmontadas e lavadas uma a uma cuidadosamente
com 4gua destilada, sobre uma bandeja de cor branca e tamanho adequado para ndo deixar
escapar nenhum individuo. As larvas de Syrphidae serdo separadas de acordo com a bromélia
e a data de coleta.

A metodologia utilizada para criagdo sera a de Sepka (2008) ¢ Morales & Marinoni
(2008). As larvas de terceiro instar serdao individualizadas, colocadas sobre folhas cortadas de
Bromeliacea com aproximadamente 10 cm de comprimento, no interior de copos de vidro,
preenchidos pela metade com agua e pouca quantidade de detritos das bromélias. Estes copos
serdo entdo acondicionados no fundo de recipientes plasticos. Os recipientes serdo cobertos
com um saco pléstico, no qual serdo feitos pequenos furos para permitir a entrada de ar e
mantidos em local sob condi¢des ambientais de luz, calor e umidade controlados.

Os recipientes serdo verificados diariamente, a fim de se encontrar os puparios. Assim
que as larvas empuparem, serdo retiradas do recipiente e mantidas em placas de Petri, com um
pequeno pedago de folha de bromélia, permanecendo na placa até sua emergéncia. Os
momentos de inicio, empupacdo e emergéncia serdo registrados.

Os imaturos que nao sobreviverem a criagdo serdo acondicionados em alcool absoluto
para a extracdo do DNA. Os adultos que emergirem serdo armazenados em alcool absoluto
para extracdo de DNA através de métodos ndo destrutivos, que permitem a montagem dos
espécimes em alfinete entomoldgico apds o procedimento. Todos os vouchers serdo
depositados na Colecdo Entomoldgica Pe. Jesus Santiago Moure e os dados serdo adicionados

ao banco de dados do Projeto Taxon Line - Rede Paranaense de Colec¢des Bioldgicas.

4.3. Descricao das espécies.

A morfologia externa geral sera estudada minuciosamente através de
estereomicroscopio. Estudos mais detalhados da morfologia serdo feitos através de
Microscopia Eletronica de Varredura, com equipamentos de uso comum disponiveis no
Centro de Microscopia Eletronica (CME) da UFPR. Os diferentes estagios (larvas, puparios e
adultos) também serdo fotografados com o equipamento disponivel na Colecdo Entomoldgica
Pe. Jesus Santiago Moure - DZUP (software Automontage - Syncroscopy) e quando

necessario, desenhados utilizando camara clara acoplada ao estereomicroscopio.
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Os individuos adultos serdo identificados de acordo com bibliografia especializada T
(Thompson 1999) e por comparagdo com o material depositado na DZUP. Com os dados
obtidos, as espécies de Syrphidae serdo listadas e descritas, tanto como adultos, como em seus
estagios imaturos, utilizando a terminologia tradicional da familia (Thompson 1999; Morales
& Marinoni 2008). Finalmente, com base na morfologia descrita, sera construida uma chave

de identificagdo para as espécies de sirfidos da mata atlantica paranaense.

4.3. Coleta de Adultos e associacdo as formas imaturas.

Serdo realizadas coletas dos adultos com rede entomolédgica no mesmo local e periodo
para registro das espécies de Syrphidae que ocorrem no Parque. Para a associagdo dos adultos
as formas imaturas serd empregada a metodologia de “DNA Barcoding”. Assim, parte do
material coletado serd acondicionada em élcool absoluto.

Os individuos imaturos e adultos obtidos na etapa de criagdo, terdo seu DNA extraido
usando o kit de extracdo INVITROGEN - PureLink Genomic DNA Mini-Kit. Apods ser
fotografado e descrito, o exemplar imaturo serd submerso e macerado em Proteinasa K,
enquanto o exemplar adulto, terd o corpo submerso na Proteinasa K (sem destruicdo dos
tecidos), durante aproximadamente 15 horas, tempo depois do que, serdo retirados,
reidratados e montados em alfinete entomologico. Os seguintes passos da extracao de DNA,
serdo iguais para adultos e imaturos, seguindo o protocolo do fabricante.

As amostras de DNA serdo submetidas a uma reagdo em cadeia da polimerasa (PCR-
Polimerase Chain Reaction) para isolamento do fragmento Citocromo Oxidase I (cox/). Os
fragmentos obtidos em adultos e imaturos, serdo comparados por meio da ferramenta BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), especializada na comparagdo de sequéncias de DNA,
para determinar seu nivel de convergéncia. Sequéncias de cox/ obtidas nessa fase, serdo

associadas com os dados coletados na fase 4.3 “Descrigdo das espécies”.
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6. Orcamento

6.1. Espaco fisico.

Laboratério de Estudos e Diversidade de Insetos da Regido Neotropical - Taxonlab, Setor de
Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana.

6.2. Equipamentos (disponivel). Estereomicroscopio, Lupa Leica MZ16 acoplada a uma
camera Leica DFC 500.

6.3. Material de consumo

Alcool (50L) R$ 150,00 | Pinga de relojoeiro (2) R$ 50,00

10 Bandejas (14x11 cm—1L) | R$ 30,00 | Pipeta de Paster de plastico | R$ 60,00
estéril (500)

50 Copos de vidro (12 x 6 cm) | R$ 50,00 | Luvas cirtirgicas R$ 30,00

Agua Destilada 0.0 Sacos plasticos (10L) R$ 50,00

Alfinete Entomolégico (1.000) | R$ 100,00 | 30 Placas de Petri R$ 300,00
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PureLink  Genomic  DNA | R§ 350,00 | Sequénciamento
Mini-Kit

DNA

GoGenetic, UFPR x 50 amostras

RS
2.000,00

# O material para as analises moleculares sera o protocolar e todas as despesas serdo arcadas pelo Laboratdrio de Estudos e Diversidade de

Insetos da Regido Neotropical - Taxonlab, Setor de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana.

7. Cronograma de atividades

i

2020 2021 2022
Atividades
M|J|J|A[S N(D|J|FM M|J|J (0] D(J|F
Disciplinas X[ X XXX X[ XXX XXX X[ X XXX X|X|X]|X|X
Revisdo Bibliografica X[ X XXX X[ XXX XXX X[ XXX XX X]|X]|X|X
Coletas X| X[ X[X|X
Criagdo do material coletado XX X[ X|X|X|X|[X[X]|X]|X
Identificagdo do material XXX X[X]|X|X[X]|X[|X
X| X X | X
Microscopia eletronica de varredura
Descri¢des de espécies XXX X[ X|X|X|X|X|X]|X|X
Analises moleculares X|X|X|X[|X
Analises de associacdo X | X
entre imaturos e adultos
Confeccdo de chave de identificagdo de X|X|X
Syrphidae
Prefedesa X
Redagdo do manuscrito final X|X|X
Defesa =
Curitiba, 31 de janeiro de 2020.
Angela Echeverry
Luciane Marinoni
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