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1 Introdugéo

As mudancas ambientais induzidas por acgdes humanas estdo causando a
diminuicdo da biodiversidade, com previsdes alarmantes sobre seus efeitos no futuro
(Sala et al. 2000; Beillouin et al. 2021). Estima-se que muitas espécies desaparecerdo
antes mesmo de serem conhecidas pela ciéncia (Costello et al. 2013; Habibullah et al.
2022). Buscando prever como as especies responderdo a essas mudancas e propor
medidas mitigatorias adequadas, os estudos de conservacdo estdo cada vez mais
incorporando modelos preditivos em suas abordagens, como € o caso dos modelos de
distribuicdo das espécies (Franklin et al. 2009, Wood et al. 2018, Guo et al. 2019).

A acuracidade dos modelos preditivos depende da correta identificacdo do taxon,
isso porque diferentes taxons podem diferir em termos de habitat, distribui¢do e sucesso
adaptativo (Mori et al. 2019). A filogenia tem sido amplamente integrada a taxonomia
para conceitualizacdo e delimitacdo de espécies através da combinacdo de tecnicas
moleculares modernas e analises de caracteres morfolégicos (Wang et al. 2018, Feijo et
al. 2019, Petean et al. 2020). O conhecimento detalhado de aspectos taxonémicos e
filogenéticos de grupos animais é fundamental para a construgdo de uma compreenséo
mais adequada sobre a biodiversidade e distribuicdo das espécies no planeta, tornando
possivel o desenvolvimento de acdes praticas para protecdo das espécies e de seus
habitats.

1.1 Aspectos gerais da Ordem Megaloptera Latreille, 1802

Megaloptera ¢ uma ordem de insetos holometabolos e anfibidticos descrita por
Latreille em 1802. O grupo possui uma histéria evolutiva importante por representar,
atualmente, uma das linhagens mais antigas dentro de Holometabola, dado que os fdsseis
mais antigos datam do inicio do Permiano, ha 250 milhdes de anos (Winterton et al. 2010,
Liuetal. 2012, Zhao et al. 2014; Handlirsch 1920, Ansorge 2001, Grimaldi e Engel 2005).

Os estudos filogenéticos mais recentes, apoiados em dados morfoldgicos e
moleculares, tém recuperado Megaloptera + Neuroptera (Eidoneuroptera) como grupo-
irmdo de Raphidioptera, formando a superordem Neuropterida (Aspock et al. 2001,
Aspock e Aspdck 2008), onde o monofiletismo tem sido repetidamente suportado (Kjer
et al. 2006, Wang et al. 2012, Zhao et al. 2014, Engel et al. 2018). Apesar do consenso
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atual sobre seu posicionamento filogenético, o monofiletismo de Megaloptera ja foi alvo
de debates, isso porque 0 grupo possui caracteristicas generalizadas dentro de
Neuropterida, especialmente nas asas. Além disso, caracteristicas morfologicas
potencialmente sinapomarficas da ordem sofrem reversdes entre varios géneros, e outras
representam perdas de caracteres (Winterton et al. 2010, Engel et al. 2018). Apesar disso,
as analises filogenéticas modernas recuperam o monofiletismo do grupo, sustentado pelas
seguintes caracteristicas: presenca de branquias laterais no abdémen das larvas;
gonocoxito 9 do macho posicionado proximo a base do tergito 9 e presenca de sacos
eversiveis no gonocoxito 11 no macho (Aspdck et al. 2001, Aspdck e Aspdck 2008, Liu
et al. 2016, Winterton et al. 2017).

Megaloptera pode ser diferenciada das demais ordens dentro de Neuropterida pela
seguinte combinacao de caracteristicas: adultos com pecas bucais prognatas, asa posterior
com uma area anal ampla, larvas com brénquias traqueais abdominais e habito
exclusivamente aquético (Theischinger e New 1993, Whiting 1994, Liu et al. 2015a,
Wang et al. 2017). Atualmente, a ordem contém 398 espécies e subespécies descritas,
agrupadas em duas familias: Sialidae Leach, 1815 e Corydalidae Leach, 1815 (Rivera-
Gasperin et al. 2019). Com base em resultados obtidos por meio de analises filogenémicas
estima-se que a divergéncia entre as duas familias tenha ocorrido no final do Permiano
(Winterton et al., 2017) ou durante o Triassico (Wang et al. 2012), apesar de ndo existirem

registros fosseis para estes periodos (Liu et al. 2015c).
1.2 Sialidae Leach, 1815

Sialidae contém 11 géneros, com cerca de 87 espécies divididas em duas
subfamilias, Sialidinae e Sharasialinae (fossil) (Liu et al. 2015a). Seis géneros de
Sialidinae ocorrem no Hemisfério Sul: Austrosialis Tillyard, 1919, Caribesialis Ardila-
Camacho, Martins & Contreras-Ramos, 2021, Haplosialis Navas, 1927, llyobius
Enderlein, 1910, Leptosialis Esben-Petersen, 1920 e Stenosialis Tillyard, 1919 (Liu et al.
2015a). Indosialis Lestage 1927, Nipponosialis Kuwayama, 1962, Protosialis Van der
Weele, 1909 e Sialis Latreille 1802 ocorrem no Hemisfério Norte (Liu et al. 2015a).
Destes, apenas llyobius e o género monotipico Caribesialis ocorrem na regido
Neotropical (Liu et al. 2015a).
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Os sialideos neotropicais raramente sao observados em campo, sugerindo baixas
densidades populacionais e distribuicdo irregular (Contreras-Ramos 2008). A maioria dos
adultos possui habitos diurnos e ndo é capturada com frequéncia em armadilhas luminosas
(New e Theischinger 1993). Na Amaz6nia central, por exemplo, os sialideos
correspondem a apenas cerca de 7,6% da diversidade de larvas de Megaloptera (Azevédo
2003). A dificuldade na amostragem de larvas e adultos de Sialidae tem sido apontada
como o principal motivo do escasso conhecimento sobre a familia em comparacdo com

Corydalidae (Contreras-Ramos 2008).

Ilyobius, o género-alvo desse estudo, é dos um dos menos estudados em Sialidae.
Seus espécimes sdo raros de serem encontrados em campo, fato que reflete a baixa
densidade populacional e baixa frequéncia de ocorréncia deste género em comparacao
com os demais Megaloptera (Contreras-Ramos 2008). O género possui 12 espécies
viventes consideradas validas, distribuidas exclusivamente na regido Neotropical:
Ilyobius bimaculatus (Banks, 1920), Ilyobius brasiliensis (Navés, 1936), llyobius
chilensis (McLachlan 1871), Ilyobius curvatus Liu, Hayashi & Yang, 2015, Ilyobius
erebus Mendes, Nascimento, Fusari & Hamada, 2022, Ilyobius flammatus (Penny, 1981),
Ilyobius flavicollis (Enderlein, 1910), llyobius hauseri (Contreras-Ramos, Fiorentin &
Urakami, 2005), Ilyobius mexicanus (Banks, 1901), Ilyobius nigrocephalus Ardila-
Camacho, Martins & Contreras-Ramos, 2021, Ilyobius nubilus (Navas, 1933) e llyobius

ranchograndis (Contreras-Ramos, 2006).

Ilyobius brasiliensis (Navéas, 1936) foi considerada sinbnimo-junior de I. nubilus
devido as similaridades no padrdo de coloracdo do corpo e formato das asas e por
compartilharem a mesma area de distribui¢do (Contreras-Ramos 2006; Liu et al. 20153,
b). Contudo, a sinonimia de 1. brasiliensis sob I. nubilus ndo foi corroborada em Mendes
(2022, dados ndo publicados), com base em diferencas no formato da asa anterior, € a
revalidacdo dessa espécie foi proposta. Portanto, 1. brasiliensis é considerada valida no
presente estudo. Seis novas espécies brasileiras de Ilyobius foram descritas na dissertacdo
de Pereira (2019, dados néo publicados) e trés novas espécies foram descritas no trabalho
de dissertacdo de Mendes (2022). O numero total de espécies de Ilyobius conhecidas até

0 momento passou para 21, incluindo as nove espécies ndo publicadas.

Liu et al. (2015) dividiu llyobius em dois grupos de espécies com base em analises

filogenéticas e caracteristicas morfoldgicas. O grupo llyobius chilensis inclui as espécies
3
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I. chilensis, I. erebus, 1. hauseri e I. nubilus, sendo o clado sustentado pelas seguintes
caracteristicas da genitalia do macho: esternito 9 com uma projecdo mediana alongada;
ectoproctos em forma de gancho e gonocoxito 11 como uma banda transversa, com
processos medianos curtos; e pela condigdo do gonocoxito 8 da genitélia da fémea, que
pode ser reduzido ou fusionado a gonapofise 8 (Liu et al. 2015a, Mendes et al. 2022). O
segundo grupo, llyobius mexicanus, inclui as espécies I. flammatus, I. flavicollis, I.
mexicanus, |. nigrocephalus e I. ranchograndis, sendo esse clado sustentado por
caracteristicas do macho — ectoproctos conectados medianamente por uma regido
fracamente esclerotizada e um lobo ventral setoso presente no anus. As fémeas desse
grupo compartilham o esternito 7 com processo tubercular proximo a margem posterior
(Liu et al. 2015a). llyobius bimaculatus e I. curvatus foram incluidas no grupo mexicanus
por apresentarem semelhangas na genitalia feminina e no padréo de manchas cefélicas
(Liu et al. 2015b).

Os grupos de espécies propostos em Liu et al. (2015a) foram recuperados na
hipdtese filogenética com énfase no género apresentada na dissertacdo de Mendes
utilizando dados morfoldgicos (2022, dados ndo publicados). Os clados recuperados
foram sustentados por caracteristicas dos imaturos descritas pela primeira vez para o
género (e.g., formato da cabeca, proporcdo entre 0 comprimento e a largura do labro,
presenca ou auséncia de manchas digitiformes na regido posterior da capsula cefalica).
As caracteristicas larvais utilizadas no estudo foram importantes para o suporte de alguns
clados, como, por exemplo, para recuperar o monofiletismo do grupo de espécies |I.
chilensis. As novas caracteristicas possibilitaram uma maior resolucdo das relacGes
interespecificas de llyobius, evidenciando que essas estruturas podem ser bastante

informativas e devem ser abordadas nos estudos filogenéticos sobre o género.

Ilyobius é um género pouco amostrado, o que reflete em sua baixa
representatividade em cole¢des bioldgicas e, como consequéncia, dificulta estudos de
qualquer natureza sobre o grupo. Os estudos filogenéticos realizados até 0 momento se
limitaram ao uso de caracteres morfoldgicos (Liu et al. 2015a, Mendes 2022, dados ndo
publicados). Contudo, a associacdo de dados moleculares com as novas informacdes
morfoldgicas importantes para a taxonomia de llyobius, trazidas a tona nos ultimos anos,
tém grande potencial para elucidar os aspectos evolutivos que podem estar envolvidos
nos processos de diversificacdo do género. Dessa forma, a proposta de uma hipotese

filogenética para Ilyobius, associando dados morfoldgicos e moleculares, podera fornecer
4
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resultados robustos, ampliando o conhecimento evolutivo e subsidiando futuras

abordagens filogeograficas sobre género.
1.3 Efeitos das mudancas climaticas sobre a distribuicdo de llyobius

Fatores climéticos exercem um controle dominante sobre a faixa de distribuicdo
das espécies, essa € uma das premissas centrais da biogeografia (Pearson and Dawson
2003). Mudangas ambientais rapidas e intensas estdo afetando praticamente todos os
ecossistemas da Terra, levando a extingdo de espécies e perda de habitats em taxas
alarmantes (Barnosky et al. 2011, Silva et al. 2019). Os efeitos conhecidos das mudancas
climaticas podem levar tanto a contracdo da faixa de distribuicdo, quanto a sua expansao
(Walther et al. 2002), por isso, é esperado que as mudancas climaticas previstas (IPCC,
2014) tenham um impacto significativo na faixa de distribuicdo das espécies (Walther et
al. 2002, Pearson e Dawson 2003). Este impacto pode ser estimado a partir de técnicas de
modelagem preditiva capazes de fornecer informacdes sobre areas de ocorréncia prevista
da espécie, areas de estabilidade climatica e extensdo das areas de refugio (Erasmus et al.
2000, Caten et al. 2017).

Os Modelos de Distribuicdo das Espécies podem gerar previsdes sobre a
distribuicdo geogréafica das espécies com base em dados biocliméaticos (Pearson and
Dawson 2003, Rangel e Loyola 2012). Os pontos de ocorréncia da espécie sao
relacionados com um conjunto de dados que resume as condicGes favoraveis a sua
ocorréncia, como tipo de solo, vegetacéo e clima (Margules e Redhead 1995), que podem
ser acessados atraves do Sistema de Informacdo Geogréfica (GI1S). Este conjunto de dados
é comparado com as caracteristicas de areas mais amplas, onde a ocorréncia da espécie
de estudo € desconhecida (Soberén 2007, Rodder e Lotters 2010). O resultado dessa
abordagem correlativa é a obtencdo de semelhancas entre as areas comparadas e a

probabilidade de distribui¢do potencial (Soberon 2007).

A capacidade de dispersdo tem um papel chave na distribuicdo das espécies frente
as alteracfes ambientais, pois permite a colonizacdo em areas fora da faixa de distribuicao
existente (Heilveil e Berlocher 2006). Por isso, espécies com baixas capacidades de
dispersdo podem ser menos capazes de superar mudancas climaticas rapidas e intensas,
sendo particularmente vulneraveis a perda de habitat (Walther et al. 2002, Caten et al.

2017). A modelagem de distribuicdo pode ser projetada para cenarios passados e futuros

5
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para identificar areas de estabilidade climatica (Caten et al. 2017), que podem servir como
refugios ambientais para espécies com baixa capacidade de dispersao, constituindo uma
ferramenta Util para selecdo de areas de preservacdo (Pearson e Dawson 2003, Caten et
al. 2017).

Insetos aquéticos sdo bons modelos para o estudo das mudancas climéticas na
faixa de distribuicdo porque, além de serem sensiveis a mudancas ambientais, variam
bastante na sua capacidade de disperséo (Hilsenhoff 1987, Heilveil e Berlocher 2006). Os
insetos da ordem Megaloptera sdo conhecidos por terem baixa vagilidade e possuirem
uma dispersdo bastante limitada (Petersen 1974), sendo, frequentemente, encontrados
proximos aos corpos d’agua onde se desenvolvem na fase larval (Penny 1981). O fato dos
adultos, que sdo terrestres, terem baixa capacidade de dispersdo é um fator de

agravamento dos efeitos negativos das mudancas climaticas.

Ilyobius, o género alvo desse estudo, & amplamente distribuido na regido
Neotropical, contudo, suas espécies tém distribuicdo localizada, com poucos pontos de
ocorréncia e baixas densidades populacionais, sendo consideradas raras e dificeis de
amostrar em estudos de campo (Contreras-Ramos 2008). A dificuldade em amostrar
taxons raros prejudica a conservacao de espécies e de seus habitats e culmina em pouca
compreensdo sobre suas distribuicdes (Lawler et al. 2003). Uma alternativa para a
conservacao in situ de espécies raras € a utilizacdo de taxons indicadores (Lawler et al.
2003), que sdo, por definicdo, organismos cujas caracteristicas (e.g. padrdo de
distribuicdo e dispersdo) sdo usadas como um indice para atributos que sdo muito dificeis
ou caros de medir em outros taxons de interesse (Landres et al. 1988, Caro e O’Doherty
1999). Neste sentido, Ilyobius podera servir como um taxon indicador para os efeitos das
mudancas climaticas em taxons que compartilnam as caracteristicas relacionadas as
baixas dispersdo, densidade populacional e frequéncia de ocorréncia. Assim, 0s modelos
eficazes em prever a distribuicdo de Ilyobius poderdo ser aplicados em outros tdxons com

padrdes de distribuicdo similares.
2 Justificativa

As lacunas no conhecimento sobre Ilyobius estdo presentes em diversas areas.
Apesar de ser um grupo de importancia ecoldgica, uma vez que pode ser utilizado como

bioindicador da qualidade da &gua, a caréncia de estudos taxondmicos sobre o género
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torna sua importancia subestimada. Trabalhos recentes realizados no Brasil evidenciaram
a existéncia de diversas espécies ainda ndo descritas no género (Pereira 2019, dados ndo
publicados; Mendes 2022, dados ndo publicados). A descoberta de um numero
exponencial de espécies e 0s registros de ocorréncia do género em alguns estudos
ecoldgicos realizados em diferentes regides do Brasil indica que o grupo € negligenciado
e sua diversidade pode estar sendo subestimada, assim como a amplitude de sua
distribuicdo, e que provavelmente ainda existem muitas espécies a serem descobertas em
locais ainda pouco explorados para o grupo, como € o caso da regido Nordeste. Neste
sentido, dar continuidade a estudos sobre Ilyobius é fundamental para a ampliacdo do
conhecimento sobre a diversidade e distribuicdo deste género.

O fato de Ilyobius ser um género pouco amostrado reflete sua representatividade
em colecdes biologicas e, como consequéncia, dificulta estudos de qualquer natureza
sobre o género. Estudos filogeneticos realizados até o momento utilizaram apenas a
analise de caracteres morfoldgicos (Liu et al., 2015a, Mendes 2022, dados ndo
publicados). Sabe-se que a sistematica morfologica e a sistematica molecular sdo
ferramentas que, quando integradas, fornecem subsidios para a elaboracdo de modelos
importantes para reconstrucdo das relacdes evolutivas, auxiliando na resolucdo do
posicionamento filogenético em artropodes (Giribet et al. 2001, Montagna et al. 2016,
Wang et al. 2017). Além disso, nos altimos anos, analises de sequenciamento génico tém
se tornado mais acessiveis e hoje sdo importantes ferramentas para estudos evolutivos.
Filogenias baseadas em morfologia, quando integradas as analises de dados moleculares,
podem ser Uteis para inferir padrdes de divergéncia genética entre espécies cripticas ou
estreitamente relacionadas (e.g., Nascimento et al. 2018). Portanto, o resultado desse
trabalho fornecera a primeira hipdtese filogenética combinando dados morfologicos e
moleculares para acessar as relagdes entre as espécies do género, subsidiando futuros

estudos evolutivos.

E esperado que os efeitos das mudancas climéaticas previstas (IPCC, 2014) causem
graves impactos na biodiversidade. A escassez de conhecimento sobre a distribui¢do das
espécies dificulta o desenvolvimento de acfes praticas de conservacéo, sobretudo quando
se trata de espécies com baixa capacidade de dispersdo, que sdo vulneraveis a perda de
habitat, como € o caso em llyobius. A modelagem de distribuicdo permitird estimar os

efeitos das mudancas climaticas na distribui¢do do género e, se 0s modelos forem eficazes
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em suas previsdes, a metodologia empregada neste estudo podera ser aplicada a outros
tdxons com o mesmo padrdo de distribui¢do. A modelagem também permitira identificar
areas de estabilidade climética e areas de refugio, fornecendo assim subsidios para futuros
estudos da biodiversidade, como, por exemplo, a defini¢cdo de &areas prioritarias para a

conservagéo.

A protecdo de tdxons mal amostrados é um grande desafio. As dificuldades de
amostragem, devido a baixa densidade populacional e a baixa frequéncia de ocorréncia,
também prejudicam o conhecimento sobre Ilyobius. A modelagem da distribuicdo desse
género servira para prever areas de aptidao positiva, ou seja, areas em que as espécies tém
maior probabilidade de ocorrer. Isso devera otimizar o esforco amostral de coletas
realizadas para estudar esse tdxon e, assim, ira evitar coletas desnecessarias, maximizando

0s recursos financeiros disponiveis para futuras pesquisas.

3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Realizar um estudo sistematico sobre Ilyobius e avaliar os impactos das mudangas

climaticas previstas (IPCC, 2014) na sua distribuicao.

3.2 Objetivos especificos

e Associar imaturos e adultos através de criagdo em laboratoério.

e Descrever eventuais espécies novas de Ilyobius ocorrentes no Brasil.

e Descrever e/ ou redescrever estagios desconhecidos ou com poucas informacgdes
morfologicas de espécies descritas.

e Elaborar uma chave dicotémica ilustrada para a identificacdo das espécies do
género.

e Testar a hipdtese de monofiletismo do género e dos grupos de espécies com base
em caracteres morfoldgicos e moleculares.

e Acessar as relacGes filogenéticas entre as espécies de Ilyobius utilizando
ferramentas morfoldgicas e moleculares.

e ldentificar areas previstas para ocorréncia de llyobius através da modelagem de

distribuicdo das espécies.
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e Modelar os efeitos das mudancas climaticas previstas na distribuicdo de Ilyobius
e identificar areas de estabilidade climética.

4 Materiais e Métodos

4.1 Espécimes utilizados

Parte do material que sera utilizado neste estudo ja foi coletada e foi proveniente
de coletas realizadas em diversas regifes do Brasil e outros paises da América do Sul pela
equipe do Laboratdrio de Citotaxonomia de Insetos Aquaticos (LACIA) do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), incluindo o material ja coletado e presente
nos trabalhos de dissertacdo da Ms. Evelyn Pereira (Pereira, 2019, dados nao publicados)
e Ms. Gabriela Mendes (Mendes, 2022, dados ndo publicados). Com o objetivo de ampliar
a amostragem de llyobius e obter material fresco para procedimentos moleculares, seréo
realizadas coletas em areas ainda pouco amostradas para o grupo ou em locais com
provaveis indicios de ocorréncia do género (e.g., Acre, Brasilia, Ceara, Mato Grosso do
Sul e Para) e nas localidades-tipo das espécies conhecidas de Ilyobius, em paises como
Argentina, Bolivia, Chile, Colémbia, Equador, México, Panama, Peru e Venezuela. Os
espécimes utilizados neste estudo serdo depositados na Colecdo de Invertebrados do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazo6nia (INPA) e, caso sejam coletados em outros

paises, 0s tipos serdo depositados em museus no pais de origem.

O material-tipo das espécies conhecidas serdo solicitados para empréstimo das
seguintes instituicdes: Colecdo de Invertebrados do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), Manaus, Amazonas, Brasil; Museu de Zoologia da Universidade de
Séo Paulo, em S&o Paulo, So Paulo, Brasil (MZUSP); Museu de Ciéncias Naturais,
Fundacdo Zoobotanica do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul (MCNZ)
Museu de Histéria Natural Senckenberg, Frankfurt, Alemanha (SNHM); Museu de
Histdria Natural do Instituto Smithsonian, Washington, DC, Estados Unidos (NMNH);
Departamento de Entomologia, Universidade Texas A & M, College Station, Texas,
Estados Unidos (TAMU); Colecdo de Artrépodes da Florida, Gainesville, Flérida,
Estados Unidos (FSCA); Museu de Zoologia comparada, Harvard, Cambridge,
Massachusetts, Estados Unidos (MCZ); Museu do Instituto de Zoologia Agricola
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“Francisco Ferndndez Yépez”, Aragua, Venezuela (MIZA); Colecdo Nacional de Insetos,
Instituto de Biologia, UNAM, Cidade do México, México (UNAM).

4.2 Coletas

No campo, os espécimes adultos serdo obtidos através de busca ativa na vegetacao
as margens dos corpos d’agua e por meio de armadilhas Malaise (interceptacdo de vdo)
instaladas sobre os cursos d’agua. As larvas serdo coletadas com o auxilio de uma rede
entomoldgica aquética (rede “D”) em ambientes Iénticos, com sedimento fino, folhico e
raizes. O material coletado sera transferido para uma bandeja branca para melhor
visualizagdo e triagem dos espécimes. Para o transporte das larvas do campo para o
laboratorio de criacdo de insetos aquéaticos do INPA, cada espécime sera individualizado,
a fim de evitar o canibalismo, em um recipiente plastico de 80mL, contendo briéfitas e
uma fina lamina d’agua, com cerca de 5mm de altura. Para minimizar o estresse
fisiologico, as larvas serdo mantidas em uma bolsa térmica durante o transporte. As larvas

serdo criadas em laboratério, sob condicGes controladas, até a emergéncia dos adultos.

4.3 Criacao em laboratdrio e associacao

4.3.1 Imaturos

A metodologia para criacdo das larvas sob condicdes laboratoriais sera baseada
em Mendes et al. (2022) e na dissertacéo e tese do Dr. Carlos de Azevédo (Azevédo 2003,
2009). As larvas serdo mantidas sob condicGes laboratoriais em uma sala de criacdo
climatizada (22°C a 24°C). Os espécimes serdo individualizados em recipientes plasticos
com tampa devidamente identificados, com dois compartimentos. Um dos
compartimentos terd dgua na altura de aproximadamente 2 cm de profundidade e bri6fitas,
para prevenir o crescimento de fungos, e o segundo compartimento tera areia limpa
Umida. As larvas serdo mantidas e alimentadas no compartimento com agua, onde serdo
ofertadas, a cada dois dias, de duas a trés larvas de Chironomus Meigen, 1803 (Diptera:
Chironomidae), que serdo obtidas de uma criacdo de larvas feita no laboratdrio para essa

finalidade.

Como os dois compartimentos sdo conectados, a larva tera acesso livre ao

compartimento com areia para construcdo de uma camera pupal para completar sua
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metamorfose. Apds a larva migrar para a areia, a agua sera retirada do compartimento
para evitar que o adulto recém-emergido caia na agua. Os recipientes serdo mantidos em
uma prateleira e cobertos com uma lona escura para reduzir a luminosidade, simulando o
ambiente natural. A manutencdo dos recipientes sera feita a cada dois dias, quando a &gua
serd trocada e as briofitas lavadas.

4.3.2 Adultos

Apds emergirem, os adultos serdo transferidos para um terrério contendo
folhagens, galhos e substrato, onde serdo alimentados com uma solugdo agucarada
(Contreras-Ramos 1999, Azevédo e Hamada 2006) e mantidos até morrerem
naturalmente, com isso, poderemos estimar o tempo de vida ap6s a emergéncia, em
condicdes de laboratdrio. A larva sera associada com seu respectivo adulto, possibilitando
sua identificacdo em nivel de espécie. Apds a morte dos adultos, uma parte sera fixada
em alcool 80% e 96% e outra parte serd montada em alfinete entomoldgico e etiquetados
para posterior identificacao.

4.4 Taxonomia

4.4.1 Preparacao do material
Para melhor observacao das estruturas internas e externas das genitalias, o abdome

sera destacado na altura do terceiro segmento com o auxilio de bisturi e pin¢a, seguindo
0 procedimento padrédo para o grupo (e.g., Contreras-Ramos 1998). A estrutura sera
clarificada em hidréxido de potassio (KOH) 10%, em banho-maria, por aproximadamente
30 minutos. Posteriormente, a genitalia serd lavada em agua destilada e em alcool 80%
para remocao do KOH residual. As homologias e a terminologia das genitalias masculinas
e femininas seguira os trabalhos de Liu et al. (2015a, b, ¢) e Mendes et al. (2022),
enquanto a terminologia para as demais estruturas morfolégicas externas dos adultos
seguira New & Theischinger (1993), exceto a terminologia da venacdo das asas, que
seguira Breitkreuz et al. (2017).

O estagio imaturo sera descrito com base em larvas e na extvia de ultimo estadio.
As pecas bucais e pernas serdo examinadas a partir da extvia da pupa. Os espécimes seréo
fixados em alcool 80% e 96% e a terminologia para a morfologia da larva seguird New
& Theischinger (1993).

11

Inserido ao protocolo 22.052.191-5 por: Gabriela Mendes em: 19/04/2024 15:44. A autenticidade deste documento pode ser validada no endereco:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: e44251b9097828f5aa6355ebedf01f41.




4.4.2 IdentificacOes

As espécies de Ilyobius serdo identificadas com o auxilio de literatura
especializada contendo as descri¢bes originais, chaves de identificacdo e redescrigdes,
quando disponiveis (e.g. Contreras-Ramos et al. 2005, Contreras-Ramos 2006, 2008, Liu
et al. 2015c, Archangelsky et al. 2017). A identificacdo é baseada na morfologia e
coloracdo da cabeca e pronoto, e da morfologia das genitadlias do macho e fémea
(Contreras-Ramos 2002, Liu et al. 2015b).

As espécies descritas nos trabalhos de Pereira (2019) e Mendes (2022) ainda ndo
foram publicadas e, portanto, ndo sdo validas. Para evitar que nomes ndo validos sejam

replicados, a nomenclatura foi modificada, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Substituicdo dos nomes nédo validos das espécies de Ilyobius Enderlein, 1910
(Megaloptera: Sialidae) descritas em Pereira (2019, dados ndo publicados) e Mendes
(2022, dados né@o publicados).

Nomenclatura no trabalho original Nome modificado Fonte

Ilyobius dactylus Ilyobius sp. 1 P. Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius eligmus Ilyobius sp. 2 P. Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius ithyus Ilyobius sp. 3 P. Pereira (2019, dados ndo publicados)
llyobius kolobosus Ilyobius sp. 4 P. Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius kyathus Ilyobius sp. 5 P. Pereira (2019, dados ndo publicados)
llyobius rachius Ilyobius sp. 6 P. Pereira (2019, dados ndo publicados)
llyobius sp. 7 Ilyobius sp. 7 M. Mendes (2022, dados ndo publicados)
llyobius sp. 8 Ilyobius sp. 8 M. Mendes (2022, dados ndo publicados)
llyobius sp. 9 Ilyobius sp. 9 M. Mendes (2022, dados ndo publicados)

4.4.3 llustracdes

Caracteres morfologicos serdo ilustrados com base em fotografias obtidas com o
auxilio de microscépios estereoscopios Leica M165C e Leica DM5500B e cameras
fotograficas DFC420 e DFC295 acopladas. Uma cupula de iluminacdo LED sera
utilizada para melhores condicdes de iluminacdo dos espécimes (Kawada e Buffington
2016). Para obter imagens multifocais sera feita uma combinacdo de imagens digitais

obtidas através do microscopio Optico e o microscopio estereoscépio utilizando 0s
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programas Helicon Focus® e Leica Application Suite VV3.4.1 (versdo 2009). Quando néo
for possivel uma visualizagdo adequada das estruturas por meio de fotografias, serdo
elaborados desenhos a partir de fotografias. A vetorizacdo final dos desenhos e das

pranchas sera feita utilizando os programas Adobe Illustrator® e Adobe Photoshop®.

4.5 Analises filogenéticas

4.5.1 Selecdo dos taxons

Para as analises filogenéticas de llyobius serd feito o maximo de esforco
possivel para incluir todas as espécies atualmente descritas para o género (por meio
de coleta e solicitacdo de empréstimo). Para o grupo externo serdo utilizados
representantes de Protosialis e Sialis, géneros considerados tanto morfologicamente
similares quanto filogeneticamente relacionado a Ilyobius de acordo com ultima hipdtese
de filogenia proposta para Sialidae (Liu et al. 2015a). Vale ressaltar que a maioria do
material ja se encontra armazenada no Laboratorio de Citotaxonomia e Insetos Aquéticos

do INPA, com individuos adequadamente conservados para as analises moleculares.

4.5.2 Caracteres morfoldgicos

Os caracteres morfologicos investigados serdo baseados em estruturas
importantes para a taxonomia de Sialidae, incluindo aqueles investigados no trabalho
de dissertacdo de Mendes (2022, dados ndo publicados). Esses caracteres serdao
propostos baseando-se em dados de literatura (e.g., Contreras-Ramos et al. 2005,
Contreras-Ramos 2006, 2008, Liu et al. 2015c, Archangelsky et al. 2017, Pereira 2019,
Mendes et al. 2022), ou a partir da observacdo dos espécies durante esse estudo. A
principio os caracteres morfologicos serdo baseados principalmente nos adultos machos,
devido as lacunas de informacdes para os demais estagios de desenvolvimento (a maioria

das espécies descritas ndo possuem fémeas ou larvas associadas).

A matriz morfologica sera confeccionada no programa Mesquite versdo 3.04
(Maddison e Maddison 2015). Durante essa etapa sera priorizada a codificacdo
contingente (Lee e Bryant 1999, Strong e Lipscomb 1999), entretanto, se necessario,
uma codificacdo multiestado sera adotada como forma de preservar a diversidade
morfoldgica das espécies a serem analisadas. Nessa etapa 0s caracteres serdo definidos

como nao aditivos e ndo ordenados.
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4.5.3 Caracteres moleculares

O DNA seré extraido utilizando o kit DNease Blood & Tissue (Qiagen), seguindo
as orientacdes do fabricante. Serd utilizado o método ndo destrutivo, onde os individuos
serdo perfuradas para facilitar a acdo dos reagentes e, posteriormente, serdo encubados
em banho-maria a 56°C, na presenca de um tampéao e proteinase K. Esse método preserva
a forma dos individuos para estudos taxondmicos. Depois de extraido, o DNA sera
mantido a -20°C e utilizado para as Rea¢0es em Cadeia da Polimerase (PCR, Polymerase
Chain Reaction) com objetivo de amplificar diferentes fragmentos de genes (e.g., COl,
12S, 16S, 28S e CAD). As condicbes da PCR especifica para cada marcador serdo
baseadas nos protocolos de literatura especifica. Apds amplificadas, as amostras serdo
purificadas com enzimas Exonuclease | Escherichia coli (EXO 1) e Fostatase Alcalina
Termo-sensivel (FastAP). Para verificar as concentra¢cbes do produto amplificado,
utilizaremos a visualizacdo em gel de agarose 2%, com auxilio do marcador Low Mass
Ladder. As amostras amplificadas que possuirem concentracfes satisfatdrias seréo
enviadas para sequenciamento ao Laboratdrio Temético de Biologia Molecular (INPA —

Manaus, Amazonas).

O sequenciamento sera feito utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 e 0S mesmos
iniciadores utilizados nas reacdes da PCR. Depois da etapa de sequenciamento, 0S
produtos serdo precipitados com EDTA/Etanol (adaptado de Platt et al. 2007). O
sequenciamento sera feito em ambas as dire¢cdes (F e R) com auxilio de um sequenciador
automatico DNA ABI PRIM 3130xI (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas serdo
depositadas na base de dados do GenBank® (http://ncbi.nlm.nih.gov).

As sequéncias individuais obtidas a partir dos iniciadores direto (foward) e reverso
(reverse) serdo orientadas e editadas no software BioEdit 5.0 (Hall, 1999) e alinhadas no
ClustalW implementado nesse programa. As sequéncias consenso geradas serdo
comparadas com as sequéncias do GenBank® com a finalidade de verificar se a sequéncia
correspondera ao taxon de interesse, regido génica de interesse e se houve ou nao
contaminacdo do DNA durante os procedimentos. Para a escolha do melhor modelo de
substituicdo de nucleotideos sera utilizado o programa jModeltest 2.1 (Darriba et al.

2012), de acordo com o critério de informacdo de Akaike (AIC).

14

Inserido ao protocolo 22.052.191-5 por: Gabriela Mendes em: 19/04/2024 15:44. A autenticidade deste documento pode ser validada no endereco:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: e44251b9097828f5aa6355ebedf01f41.




4.5.4 Procedimentos analiticos

Duas abordagens serdo utilizadas para as anélises filogenéticas desse trabalho: a
parcimOnia (para os dados morfoldgicos quando analisados sozinhos) e a inferéncia
bayesiana (para os dados moleculares e para a analise de evidéncia total).

Parcimodnia

O critério da parcimonia sera utilizado para a reconstrucdo das hipoteses
filogenéticas baseadas apenas nos dados morfologicos. As buscas heuristicas serdo
realizadas com o auxilio do programa TNT (Tree Analysis Using New Technology)
(Goloboff et al. 2008). Essas buscas seréo realizadas sob 0 comando “Analyse Tradicional
Search”, com 10.000 replicagdes. Para o processo de permuta de ramos sera utilizado o
algoritmo Tree Bisection and Reconnection (TBR), salvando 100 arvores por replica com

espaco na memaria para 10.000 arvores.

As buscas serdo realizadas sob duas estratégias: primeiramente utilizando-se
a pesagem uniforme dos caracteres (equal weights) e, posteriormente, sob pesagem
implicita (implied weighting), na qual os pesos ideais dos caracteres sdo avaliados
em conjunto com o processo de buscas das arvores (Goloboff et al. 2008). Essa
altima abordagem favorece o sinal filogenético de caracteres que possuem menos
homoplasias (Schuh e Brower 2009), produzindo uma hipoOtese que minimiza a
guantidade total de homoplasias dos dados e com maior resolucdo. Essa estratégia
sera empregada caso as analises sob pesagem uniforme resultarem em mais de uma
topologia. Durante as anélises serdo testados diferentes valores de K (de 1 a 10) e a
escolha da melhor arvore sera selecionada de acordo com o maior valor de ajuste (fit)
total.

O suporte dos ramos do cladograma serd calculado utilizando Bremer
Absoluto e/ ou Relativo (Bremer 1994). A distribuicdo dos caracteres na arvore mais
parcimoniosa serd analisada com o auxilio do programa WinClada (Nixon 2002) e
as arvores serdo editadas com o auxilio dos programas Adobe Photoshop® e Adobe

Ilustrator®.

Inferéncia bayesiana
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As analises dos caracteres moleculares de evidéncia total (morfologico +
moleculares combinados) serdo realizadas no programa MrBayes 3.2.2 (Ronquist et al.
2012). Essas andlises consistirdo preferencialmente de duas corridas independentes de 8
x 107 gerac@es e quatro cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC) simultaneas (sendo
uma cadeia fria e trés cadeias aquecidas) com as arvores sendo amostradas a cada 1000
geracdes. A convergéncia entre as corridas sera verificada no proprio MrBayes avaliando
a média do desvio padréo dos splits (sendo satisfatério valores menores que 0,01). Além
disso, o programa Tracer 1.4 (Rambaut et al. 2014) também sera utilizado para verificar
a qualidade das corridas e avaliar a convergéncia dos parametros amostrados (assumindo-
se valores de ESS > 200 como um bom indicativo de convergéncia). Apos a remocao das
arvores obtidas antes da estabilizacdo das analises (burnin de 10%) as arvores finais serdo
visualizadas e editadas nos programas FigTree 1.2 (Rambaut et al. 2014) e Adobe
Photoshop.

4.6 Modelagem de distribuicdo de Ilyobius

4.6.1 Obtencéo de dados de ocorréncia de llyobius

Os pontos de ocorréncia de llyobius serdo obtidos através da revisdo de artigos
publicados sobre o género (e.g., Contreras-Ramos 2008, Liu et al. 2015b, Ardila-
Camacho e Contreras-Ramos 2018), das dissertacdes de Pereira (2019, dados nédo
publicados) e Mendes (2022, dados ndo publicados) e de expedicbes ao campo.
Utilizaremos pontos de ocorréncia do género na Argentina, Brasil, Bolivia, Chile,

Colémbia, México, Panama, Peru e Venezuela (Tabela 2).

Tabela 2. Lista de espécies de Ilyobius (Megaloptera: Sialidae), suas respectivas

distribuicdes e fonte dessas informacdes.

Espécie Distribuicéo Referéncias

llyobius bimaculatus Bolivia Contreras-Ramos (2006)

Ilyobius chilensis Argentina, Chile Contreras-Ramos (2008)

llyobius curvatus Col6mbia, Panama Liu et al. (2015b)

Ilyobius erebus Brasil Mendes et al. (2022)

llyobius flammatus Brasil, Peru Penny (1981); Contreras-Ramos (2008)
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llyobius flavicollis Colémbia Contreras-Ramos (2006)

Ilyobius hauseri Brasil Contreras-Ramos et al. (2005)
Ilyobius mexicanus México Liu et al. (2015b)

Ilyobius nigrocephalus Equador Ardila-Camacho et al. (2021)
llyobius nubilus Brasil Archangelsky (2017)

Ilyobius ranchograndis Venezuela Contreras-Ramos (2006)

llyobius sp. 1 P. Brasil Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius sp. 2 P. Brasil Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius sp. 3 P. Brasil Pereira (2019, dados ndo publicados)
llyobius sp. 4 P. Brasil Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius sp. 5 P. Brasil Pereira (2019, dados ndo publicados)
Ilyobius sp. 6 P. Brasil Pereira (2019, dados ndo publicados)
llyobius sp. 7 M. Brasil Mendes (2022, dados néo publicados)
llyobius sp. 8 M. Brasil Mendes (2022, dados nao publicados)
llyobius sp. 9 M. Brasil Mendes (2022, dados nao publicados)

4.6.2 Distribuicao potencial de Ilyobius

Para modelar a distribuicdo potencial de Ilyobius no presente serdo utilizadas as
19 variaveis bioclimaticas disponiveis na base de dados worldClim (Hijmans et al., 2005;

http://www.worldclim.org/). Além disso, uma variavel topogréfica representando altitude

sera obtida da base de dados EarthEnv (Amatulli et al. 2018; http://www.earthenv.org/"

http://www.earthenv.org/) e uma variavel representando o tipo de solo seré obtida a partir

do base de dados FAO (Food and Agricultural Organization of the United States;

http://www.fao.org/soils-portal). Para diminuir a colinearidade entre as variaveis durante

a modelagem, seré feita uma PCA (Principal Component Analysis) sobre as 21 variaveis

ambientais, selecionando os primeiros eixos que explicarem 95% da varia¢do no dado.

4.6.3 Efeitos das mudancas climaticas na distribuicdo de Ilyobius

Serdo estimados através da modelagem da distribuicdo projetada para cenarios
futuros previstos (2070). As variaveis serdo obtidas utilizando o worldClim. Para essa
andlise serdo utilizadas as variaveis obtidas a partir do cenario de emissdo RCP4.5. Este
€ um cenario de emissdo intermediario, entre 0s cenarios mais otimistas (RCP2.6) e os
mais pessimistas (RCP8.0) (Taylor et al., 2012) e, provavelmente, é o mais realista deles.
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Os dados climaticos serdo derivados de quatro AOGCMs (Atmosphere-Ocean General
Circulation Models) — Community Climate System Model (CCSM), Centre National de
Recherches Météorologiques (CNRM), Model for Interdisciplinary Research on Climate
(MIROC) and Meteorological Research Institute (MRI). Todas as variaveis climaticas
serdo obtidas em uma resolugdo espacial de 2.5 arc min (~4 km?), essa ¢ a resolugéo em
que a modelagem seré feita.

4.6.4 Areas de estabilidade climatica

Serdo estimadas através da projecdo da modelagem de distribuicdo de Ilyobius
para cenarios passados e futuros previstos. O foco da analise serd a variacdo na
estabilidade do habitat ao longo do tempo. A anélise sera feita utilizando um teste t
emparelhado para comparar as areas de estabilidade climatica entre cenarios presentes e
futuros (Caten et al. 2017). As comparacOes serdo feitas utilizando pacotes estatisticos,
com reamostragem aleatoria para definir os valores de p no software R (v. 3.2.3). Isso
possibilitara a identificacdo de areas de estabilidade climética (areas de refugio), ou seja,
as areas mais importantes para protecdo das espécies e para possibilitar a disperséo através

de novas areas dentro das areas de refugio (Caten et al. 2017).

4.6.5 Modelos de Nicho Ecoldgico

Devido a existéncia de dados de auséncia verdadeiros para o género llyobius, serdo
utilizados somente métodos de modelagem que utilizam dados de presenca e auséncia.
Assim, serdo utilizados Generalized Linear Models (GLM), Generalized Additive Models
(GAM) e Support Vector Machine (SVM) para modelar a distribuicdo potencial do grupo
no presente e projeta-la para o futuro. Para cada modelo gerado, o conjunto de dados sera
dividido em dois: 75% das ocorréncias serdo selecionadas para a calibracdo do modelo e
25% para testar a habilidade preditiva do modelo, repetindo esse processo de amostragem
50 vezes para cada espécie. Assim, 600 modelos serdo obtidos para o género através da
combinacdo de trés técnicas de modelagem, quatro modelos climaticos e 50 repeticdes
(3x 4 x 50). Cada um dos modelos tera sua performance avaliada pela area under the
receiver operating characteristic curve (AUC, Fielding & Bell, 1997). Valores de AUC
menores que 0.7 indicardo que os modelos ndo foram precisos em predizer as ocorréncias
das espécies, enquanto valores maiores que 0.7 indicam uma boa performance dos

modelos. Como passo final sera utilizada a abordagem ensemble (Aradjo e New 2007)
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para obter a distribuicdo potencial final do género no presente e no futuro. Uma das
vantagens dessa abordagem é que ela gera um mapa consenso de distribuigdo,
considerando a performance de cada modelo individualmente, onde modelos que tém
performances superiores tém um maior peso no modelo final. Todas as andlises de

modelagem seréo realizadas no software R (R Core Team 2020).

5 Cronograma

2023 2024 2025 2026 2027

ATIVIDADES

30 tri
4° trj
1°tri
201
3° tri
4° trj
1° tri
20 tri
3° tri
4° trj
10 tri
20 tri
3° tri

x| 10 tri
x| 20 trj
x| 30 trj
x| 40 trj

Cumprimento de disciplinas

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

Revisdo e atualizacdo bibliografica

Solicitacdo de empréstimos X| X[ X| X| X

Aula de qualificacdo X

Coletas X x| x| x| x| x| x| x| x
Visita & Colegdes x| X x| x| x
Identificacdo do material X | X X X X| X[ X[ X] X[ X] XX
Analises morfoldgicas X XXX XXX XX XX
Levantamento de caracteres X XXX XXX XX XX

Redescricdo das espécies conhecidas e X| X X X| X
descricdo das espécies novas

Obtenc&o de fotografias e confecgédo X| X P XX XX X)X
dos desenhos

Analises moleculares x| X

Analises Filogenética

Levantamento dos dados de X| X| X| X
distribuicéo

Andlises de distribuicdo potencial X| XXX X
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Elaboracéo de chave de identificacéo X| x| X| X —
Submissdo de artigos para publicacdo X X X X
Redacéo da Tese X| X x| x| x| x| X[ x| x| x| x| x| x| X
Defesa da tese X

6 Apoio financeiro

Insetos aquéticos na América do Sul: taxonomia integrativa, biologia e ecologia. CNPq

processo n. 308970/2019-5. Coordenadora: Neusa Hamada.

Sistematica integrada de insetos aquaticos, com énfase em Simuliidae (Diptera) na
América do Sul. INPA/ MCTIC. Coordenadora: Neusa Hamada.

Insetos Aquaticos nos Biomas Amazonia e Mata Atlantica: Riqueza e Composigéo de

Espécies. Projeto Universal/ CNPg. Coordenadora: Neusa Hamada.
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