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RESUMO

Em ambientes aquaticos, quironomideos sdo um dos grupos de
macroinvertebrados mais abundantes, principalmente por tolerarem condi¢gbes
adversas do meio, como baixos niveis de oxigénio dissolvido. Sofrem
alteracdes morfolégicas quando expostos a contaminantes e por iSso sdo
utilizados como bioindicadores de qualidade de agua. Dessa forma, trabalhos
que objetivem a morfologia e suas transformagbes ao longo do
desenvolvimento larval tornam-se extremamente necessarios. Neste trabalho,
foram analisadas seis estruturas da capsula cefélica (antena, mandibula,
mento, pente epifaringeo, placa ventromental e pré-mandibula) entre os quatro
instares larvais de Chironomus sancticaroli Strixino-Strixino, 1981, como
elemento subsidiario para determinar as alteracbes que ocorrem no padréo
morfolégico durante a ontogenia. Além disso, quatro dessas estruturas foram
mensuradas para testa-las como possiveis ferramentas na definicdo e
identificacdo dos quatro instares presentes na espécie alvo. Foram
selecionadas 165 larvas distribuidas entre os quatro instares, estas foram
fixadas em &lcool 70%, diafanizadas em KOH 6% para a montagem das
laminas, que foram analisadas em microscopia 6ptica. Foi possivel definir o
padrdo morfolégico das seis estruturas selecionadas durante o
desenvolvimento larval e através da morfometria de quatro estruturas (antena,
mandibula, mento e placa ventromental) foi confirmada a sua possivel
utilizacdo como ferramenta para determinacéo dos instares larvais.

Palavras-chave: Chironomus sancticaroli, padrdo morfol6gico, morfometria.
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1. INTRODUCAO

1.1 FAMILIA CHIRONOMIDAE

Membros da familia Chironomidae, sdo conhecidos popularmente como
mosquitos ndo picadores (nome derivado ao reduzido aparato bucal nos adultos)
(CRANSTON, 2004). Com mais de 15000 espécies descritas no mundo inteiro,
possuem ampla distribuicdo geogréfica e frequentemente sdo o0s insetos mais
abundantes em ambientes de agua doce. Estdo incluidos entre os
macroinvertebrados bentbnicos e em certas condicbes, como baixos niveis de
oxigénio dissolvido na agua, larvas de quironomideos podem ser 0s Unicos insetos
presentes no sedimento (ARMITAGE et al., 1995).

As espécies estdo divididas em 11 subfamilias: Prodiamesinae,
Buchonomyiinae, Chilenomyiinae, Usumbaromyiinae, Podonominae, Aphroteniinae,
Telmatogetoninae, Diamesinae, Tanypodinae; Orthocladiinae e Chironominae
(SAETHER, 2000). As trés ultimas sdo as mais numerosas e existe uma variagdo na
distribuicdo geogréfica mundial dessas subfamilias, principalmente em relacdo a
temperatura. A maioria dos Tanypodinae e Chironominae sdo essencialmente
termdfilos e adaptados para viverem em ambientes Iénticos. JA 0 numero de
Orthocladiinae decresce nessas condigdes (OLIVER, 1971).

Por serem insetos holometabolos, os quironomideos possuem quatro
estagios distintos em seu ciclo de vida: ovo, larva (com quatro instares), pupa e
adulto (FIGURA 1).

O estagio de ovo é temperatura dependente e relacionado com a duracdo
total do ciclo de vida. Os ovos nao apresentam diapausa (CRANSTON, 2004) e sao
ovipostos em uma matriz gelatinosa protetora, que se expande em agua. O ndmero
de ovos é bem variavel, para a espécie Chironomus sancticaroli vai de 500 a 1045
ovos (TRIVINHO-STRIXINO & STRIXINO, 1981). A forma da massa e o arranjo dos
ovos também variam, e cada subfamilia tem um tipo caracteristico de massa
ovigera. As duas formas principais s&o um tipo linear e um modelo mais compacto.

O tipo linear é caracteristico do Orthocladiinae e Diamesinae, em que 0S 0V0OS Sao



obliquamente dispostos ao longo do eixo central da matriz. O segundo tipo é
caracteristico de Tanypodinae e Chironominae, é normalmente esférica, mas pode
ser cilindrica, e geralmente ligada a um objeto solido por uma haste gelatinosa
(OLIVER, 1971).

Massa

Quatro instares larvais

Primeiro Segundo Terceiro Quarto

Adultos

N

Macho Fémea

FIGURA 1 - Ciclo de vida de Chironomus sancticaroli

As larvas apresentam caracteristicas tipicas de dipteros Nematocera, como:
capsula cefélica esclerotinizada completa (EPLER, 2001), prognata (orientadas para
frente) (CRANSTON, 2004), bem desenvolvida, ndo retratil e com mandibulas com



movimentos de obliquo a horizontal; corpo segmentado, alongado, estreito e sem
pernas toracicas. Diferenciam-se de outros nematdceros por serem, em sua maioria,
apnéusticas (falta de espiraculos funcionais) e apresentarem dois pares de
pseuddpodos (localizados ventralmente nos segmentos protoracico e anal) e um par
de procercos (localizado dorsalmente no segmento anal, cada um com um tufo de
cerdas em seu apice) (ARMITAGE et al. 1995).

A duracédo do estagio larval pode variar de duas semanas a muitos anos,
dependendo da espécie e das condicbes ambientais. Em geral, agua com
temperatura elevada, alta qualidade e disponibilidade de alimento e espécies
pequenas indicam curtos ciclos de vida (MERRIT & CUMMINS, 1996).

Todos Orthocladiinae e Chironominae, com excec¢ao de algumas espécies
predadoras, constroem tubos de seda dentro ou fora do substrato em que vivem.
Estes sdo formados por particulas do substrato unidas por seda, secretada pelas
glandulas salivares (WALSHE, 1951). Esses tubos fornecem protecdo contra
predadores (TOKESHI, 1995) e, em espécies que 0s irrigam ativamente (através da
ondulacdo do corpo para gerar correntes de agua), aumentam a aquisicdo de
alimento (WALSHE, 1951) e oxigénio (BRACKENBURY, 2000).

Segundo MCKIE (2004), o investimento em tubos de seda pode dar aos
quironomideos tubiculas mais prejuizos quando distarbios fisicos ou as acfes de
outros organismos (predadores e competidores) induzem a dispersdo e/ou
destruicdo dos tubos. O periodo gasto para localizar um determinado sitio de
construcdo e para a producdo do tubo pode ocupar tempo de forrageamento
(CUKER, 1983; STEVENS et al.,, 1999). Se frequentemente a reconstrucdo dos
tubos impde deficiéncias na aquisicdo de alimento, durante o periodo larval, entdo
os adultos podem emergir menores e menos férteis (MCKIE, 2004).

Em ecossistemas aquaticos, muitos sdo os fatores que influenciam a
distribuicAo espacial de macroinvertebrados bentbnicos, mas as condicdes
hidraulicas sdo um dos mais importantes. O movimento da dgua tem um efeito direto
sobre os organismos, mas também influencia indiretamente, através de niveis de
oxigénio dissolvido e da qualidade e quantidade de particulas organicas (incluindo
algas), disponiveis como itens alimentares (SYROVATKA & BRABEC, 2008).

As larvas de quironomideos apresentam diferencas especificas em sua
resisténcia as baixas concentracdes de oxigénio, e este fator frequentemente

determina a sua presenca ou auséncia em um habitat particular. A maioria das



espécies que sdo capazes de tolerar condi¢des muito baixas de oxigénio pertencem
as subfamilias Chironominae e Tanypodinae, e alguns dos tubos de Chironominae
sao relatados para resistir periodos prolongados de condi¢cdes anaerobias (CURRY,
1955 apud OLIVER, 1971).

Algumas larvas de Chironomidae sdo comumente chamadas de vermes de
sangue porque possuem o pigmento hemoglobina, como por exemplo, nos géneros
Polypedilum e Chironomus (CRANSTON, 2004). Segundo GULLAN & CRANSTON
(2008), a tolerancia a baixos niveis de oxigénio dissolvido em agua pode estar
associada a presenca da hemoglobina.

Dentre os insetos aquéticos, somente algumas larvas de quironomideos e
alguns Notonectidae (Hemiptera) possuem esse pigmento. A hemoglobina dos
vertebrados possui “baixa afinidade” por oxigénio, por isso, este é obtido a partir de
ambientes com altos niveis de oxigénio e é descarregado em ambientes acidos, o
chamado Efeito Bohr. Em contraste, a hemoglobina dos quironomideos possui “alta
afinidade” por oxigénio. As larvas podem saturar suas hemoglobinas ondulando seus
corpos dentro de seus tubos de seda, a fim de permitir que a agua minimamente
oxigenada circule sobre a cuticula (ARMITAGE et al., 1995).

A maioria das espécies vive em agua com um pH entre 6,0 e 9,0 (PINDER,
1986), com temperaturas entre 0° C e 32° C. Dentro de certos limites, a medida que
a temperatura aumenta o desenvolvimento larval avanca em um ritmo mais rapido
de crescimento. Portanto, larvas que se desenvolvem em altas temperaturas sao
menores (KONSTANTINOV, 1958 apud OLIVER, 1971). No entanto, a situacao é
mais complexa: o tamanho de uma larva fisiologicamente madura e capaz de
empupar € também influenciado pelo sexo. Segundo FORD (1959) a distribuicéo
bimodal dos tamanhos de varias estruturas da capsula cefélica do quarto instar esta
relacionada com o sexo, sendo as estruturas do sexo feminino maiores.

Segundo CUMMINS & KLUG (1979), a maioria dos imaturos de
Chironomidae sdo onivoros oportunistas, que ingerem uma variedade de itens
alimentares, entre o0os quais se destacam algas, detritos e microrganismos
associados, macrofitas, detritos vegetais e alguns invertebrados. Nos ultimos anos, 0
interesse pelo comportamento alimentar e qualidade do alimento ingerido pelas
larvas de Chironomidae tem aumentado muito. Isto se deve principalmente pelo

reconhecimento da importancia energética destes animais para 0S ecossistemas



aquéticos (BERG, 1995). Os mecanismos de alimentacdo dos Chironominae foram
descrito em detalhes por WALSHE (1951).

Segundo OLIVER (1971), em comparacdo com a fase larval, a duracdo do
estagio de pupa € muito breve, variando de algumas horas a alguns dias. Nas pupas
de Chironominae e Orthocladinae a respiracdo ocorre através de um Orgéo
respiratorio plumoso, chamado de thoracic horn (corno toracico) (CRANSTON. 1995
a). Quando o desenvolvimento estd completo, a pupa nada para a superficie da
agua, onde o adulto usualmente emerge em poucos segundos (MUNDIE, 1956 apud
PINDER, 1986).

Este é provavelmente um dos momentos mais criticos no ciclo de vida dos
quironomideos, ndo s6 pela exposicdo das pupas a predacdo, mas precede e em
um sentido determina, a emergéncia dos adultos em um conjunto muito diferente de
condi¢des ambientais (OLIVER, 1971).

Quironomideos adultos possuem tempo de vida curto de alguns dias, com
excecdo de algumas espécies que vivem por poucas semanas. Apresentam
aparelho bucal reduzido e geralmente ndo se alimentam (ARMITAGE et al., 1995).
Sao observados principalmente quando os machos formam as revoadas de
acasalamento, usualmente perto de sitios reprodutivos. As fémeas sdo menos
evidentes, mas elas podem ser vistas dentro do enxame de machos ou quando elas
retornam para a oviposi¢cao na agua (CRANSTON, 2004).

O dimorfismo sexual pode ser evidenciado principalmente pelas antenas:
nos machos, a antena é proeminente, plumosa, compreendendo uma base estreita,
um pedicelo globular e flageldmeros cilindricos (em nimero de 11 a 14). As fémeas
possuem antenas com pedicelos menores, sem pluma e, a maioria, com menos
flageldmeros (CORREIA, 2004).

O interesse na ecologia de Chironomidae aumentou nos ultimos anos, pois
passaram a ser amplamente aceitos como organismos teste em estudos sobre a
poluicdo ambiental (BENOIT et al., 1997).

Embora existam algumas larvas ndo aquaticas, cerca de 95% de todas as
espécies passam este estagio de seu ciclo de vida na agua (CRANSTON, 2004), por
isso as larvas de quironomideos podem ocupar posicdo importante na dinamica
trofica de ecossistemas aquaticos de agua doce, representando o maior elo entre
produtores e consumidores secundarios (TOKESHI, 1995) e um papel fundamental

na reciclagem de nutrientes dos sedimentos, através da alteracdo da composicéo da



matéria organica particulada fina (SANKARPERUMAL & PANDIAN, 1992 apud
ABILIO et al., 2005).

Considerando sua ampla distribuicdo e sua frequente abundancia, tanto
como larvas quanto adultos, ndo € surpreendente o fato de que os quironomideos
possam interferir nas atividades humanas de alguma forma. Na literatura estao
registrados inUmeros problemas ocasionados pelas altas densidades numeéricas de
Chironomidae. Os adultos, embora n&o sugadores, quando emergem em
abundancia em ambientes aquaticos proximos a rodovias, areas residenciais ou
industriais tornam-se bastante incobmodos (CORREIA, 2004).

Segundo ALl (1995), alguns enxames de quironomideos podem limitar a
atividade humana ao ar livre porque os adultos podem ser inalados ou voar ate a
boca, olhos ou orelhas, causando asfixia. Nas estradas, podem cobrir os farois e
para-brisas dos carros, criando condi¢des de risco para os motoristas. Além disso,
os adultos geram consideraveis perdas econdmicas para a industria de turismo,
tinta, farmacéutica e de comida em muitas situacées no mundo todo.

Os adultos ndo sao vetores de doencas, porém quando emergem de algum
habitat poluido eles podem transportar bactérias e inseticidas organicos para o
ambiente terrestre. Dessa forma, os quironomideos podem estar associados com
reacoes alérgicas humanas, como: conjuntivites, dermatites, rinites e asmas
(ARMITAGE et al., 1995).



1.2 GENERO CHIRONOMUS

Segundo CORREIA (2004), Chironomus Meigen, 1803 protagonizou durante
55 anos uma discussao acerca da nomenclatura correta de sua familia. Depois de
mais de um século de uso da nomenclatura Chironomus, originada por MEIGEN
(1803), foi descoberto por F. Hendel um manuscrito de autoria de Meigen datado de
1800 que descrevia 0 mesmo género e o denominava Tendipes. A partir disso,
alguns pesquisadores argumentaram ser necessario aplicar a lei de prioridade das
Regras Internacionais de Nomenclatura Zoologica, substituindo a nomenclatura de
MEIGEN (1803) pela de MEIGEN (1800).

Em 1963, o Comité Internacional de Nomenclatura Zooldgica (ICZN)
estabeleceu que o manuscrito MEIGEN (1800) deveria ser considerado invalido,
suprimindo formalmente a denominacdo de Tendipes para o0 género e
recomendando que a nomenclatura de familia, subfamilia e tribo fossem baseadas
na publicacdo de MEIGEN (1803) (OLIVER, 1971). Entretanto, mesmo apés a
decisdo do ICZN, alguns autores ainda persistiram na utilizacdo de Tendipes e
Tendipedidae (ASHE, 1983).

O género Chironomus €é cosmopolita, porém, ainda sdo escassas as
pesquisas sobre as relagcbes entre as espécies dos diferentes continentes.
Apresenta ampla distribuicdo ecoldgica com espécies vivendo em ambientes |6ticos
e l|énticos, em baixas e altas profundidades, e em &guas poluidas ou nao
(CORREIA, 2004). Segundo SILVA et al. (2008 a), o habito alimentar desse género
pode chegar a ser 100% detritivoro.

Muitas de suas espécies sdo consideradas importantes indicadores de
qualidade de agua e utilizadas em programas de biomonitoramento ou ensaios de
toxicidade, como por exemplo, Chironomus tentans Fabricius, 1805 (LONDONO et
al., 2004); Chironomus riparius Meigen, 1804 (HA & CHOI, 2008); Chironomus
yoshimatsui Martin e Sublette, 1972 (YOSHIMI et al., 2009).

Os imaturos sé&o importantes itens alimentares de peixes e, considerando o
valor econdmico representado por eles, a produtividade de quironomideos salienta-
se em estudos de piscicultura (ZUR, 1980). Dentre as espécies, destacam-se as do

género Chironomus, que em geral, sdo de maior tamanho e tendem a apresentar



elevada biomassa, contribuindo para altos valores de producao (TOKESHI, 1995) e,
portanto, um maior valor como presa (MANOBARAM, 1984). As trutas
(Oncorhynchus sp.), por exemplo, podem se alimentar, por um determinado periodo,
exclusivamente de larvas de Chironomus (ARMITAGE et al., 1995).



1.3 ESPECIE CHIRONOMUS SANCTICAROLI

A espécie Chironomus sancticaroli, foi descrita por Strixino & Strixino em
1981, a partir de exemplares encontrados na cidade de Sdo Carlos, estado de Séo
Paulo, Brasil. Apds sua identificacdo algumas informacdes sobre sua biologia ja
foram publicadas.

A espécie possui de 16 a 18 geracdes ao ano (STRIXINO & TRIVINHO-
STRIXINO, 1985), esta variacdo esta relacionada principalmente com a temperatura,
diferencas de apenas 5° C fazem o tempo do ciclo de vida dobrar, portanto, no
periodo do ano em que as condi¢des térmicas sdo mais favoraveis devem ocorrer,
provavelmente, picos de emergéncia bastante proximos entre si, ocasionando curtas
explos@es populacionais (TRIVINHO-STRIXINO & STRIXINO,1982).

A temperatura e alimentacao influenciam também a maturidade, fecundidade
e sobrevivéncia de C. sancticaroli. Nas fémeas adultas o tempo necessario para o
amadurecimento do ovécito é de aproximadamente 33horas apds a emergéncia,
entre 22 e 25° C e 72 horas entre 15 e 18° C. Dependendo das condicfes tréficas
em que as larvas sdo expostas a fecundidade dos adultos varia, quanto mais
alimentacao maior a fecundidade. (TRIVINHO-STRIXINO & STRIXINO, 1989).

Na area de citogenética FREITAS et al. (1985), estudaram o conjunto
cromossbmico da espécie e concluiram que este é composto por quatro
cromossomos politénicos: dois grandes, um intermediario e um pequeno. Cada um
possuindo um padrdo de bandeamento peculiar, o que torna a identificacdo facil,
podendo assim ser utilizado para a taxonomia do grupo.

MOREIRA et. al. (1992), analisaram o rDNA de Chironomus sancticaroli e o
compararam com outras duas (C. tentans e C. thummi) e observaram um elevado
grau de conservagdo entre as espécies, porém apontaram a necessidades de

maiores estudos a respeito.
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1.4 MORFOMETRIA EM INSETOS

Segundo BOOKSTEIN (1982), morfometria € a fusdo empirica da geometria
com a biologia. Praticantes de morfometria devem extrair informacfes da geometria
e utilizd-las no formato biolégico para fins comparativos, como o estudo do
crescimento, da anormalidade, ou diferengas taxonomicas.

Um dos mais tradicionais e mais difundidos usos da morfometria em
Entomologia é para a determinacdo da classificacdo etaria dos insetos, ou seja,
namero de instares ou a idade relativa dentro de um estagio (GULLAN &
CRANSTON, 2008). O crescimento pos-embrionario nos insetos € descontinuo, isto
€, incrementos importantes estdo limitados as mudas periédicas do tegumento
(DALY, 1985).

Uma das primeiras tentativas para quantificar a progressao no tamanho dos
insetos foi de H. G. Dyar, que em 1890 estabeleceu uma “regra” a partir de
observacbes em lagartas de 28 espécies de Lepidoptera. As medidas de Dyar
mostram que a largura da cépsula cefalica aumentava em uma proporcao linear
regular, em instares sucessivos, por uma propor¢cao que era constante para uma
dada espécie (GULLAN & CRANSTON, 2008).

Segundo McCAULEY (1974), uma das medidas mais utilizadas para se
determinar o numero de instares na fase larval de espécies de insetos € a largura da
capsula cefalica. Muitos estudos com a familia Chironomidae sao realizados com
esse parametro (DYAR, 1890; ECOLE et al., 1999; SILVA et al., 2008 b), mas o
comprimento ventral da cdpsula cefalica também vem sendo utilizado (McCAULEY,
1974; TRIVINHO-STRIXINO & STRIXINO, 1982; CORBI & TRIVINHO-STRIXINO,
2006).

GULLAN & CRANSTON (2008) citaram que é possivel obter o numero de
instares larvais de uma dada espécie através de um histograma de frequencias das
medidas de uma parte do corpo esclerotinizada, como mandibulas. Porém, existem
poucos trabalhos que demonstram a mensuracdo de estruturas esclerotinizadas,

como as pecas bucais e antenas, presentes na capsula cefalica, para tal funcéo.
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1.5 BIOMONITORAMENTO UTILIZANDO INSETOS AQUATICOS

O uso abusivo e descontrolado da agua levou a poluicdo preocupante dos
recursos hidricos, em escala mundial, resultando, em muitas regides, na escassez
de agua de boa qualidade para a dessedentacdo dos seres vivos, producdo de
alimentos e outros usos indispensaveis para a vida (KNIE & LOPES, 2004).

Dentre as principais formas de impactos que atingem os corpos hidricos
pode-se notar o desmatamento das matas ciliares, a erosao, a alteracao de canais
de rios e margens de lagos por meio de diques, a canalizacdo, drenagem e
inundacédo de areas alagaveis, a dragagem para navegacao, a extensa producao de
efluentes domeésticos e industriais, a agropecuaria nas areas de entorno, dentre
diversas outras formas impactantes principalmente relacionadas com o
adensamento populacional das regides (KARR, 1991).

Segundo KNIE & LOPES (2004), gigantescas quantidades de substancias
quimicas (xenobidticos) chegam aos corpos hidricos e provocam modificacdes
negativas do seu estado bioldgico, quimico e fisico. Isso acontece, na maioria dos
casos, em consequéncia da primazia dada ao crescimento econdmico de um pais
em detrimento da prote¢cdo dos seus recursos naturais.

Além de medidas politicas corretivas necessarias para impedir a continuacao
da poluicdo sistemética dos recursos hidricos, é imprescindivel uma fiscalizacao
rigorosa do manejo e da liberacdo de produtos quimicos no meio ambiente, bem
como um controle abrangente e eficiente da qualidade das aguas e dos caminhos de
sua contaminacgao (KNIE & LOPES, 2004).

Segundo o supracitado, a qualidade hidrica pode ser controlada de duas
formas distintas, embora complementares: uma é a analise quimica que identifica e
quantifica as substancias quimicas; a outra € a analise biolégica, que qualifica os
efeitos causados pelas substancias.

Inserida na analise bioldgica esta a abordagem ecotoxicolégica (FIGURA 2),
gue segundo MELLO (1981) se preocupa em estudar como 0s ecossistemas
metabolizam, transformam, degradam, eliminam, acumulam e sofrem acdo da

toxicidade dos produtos quimicos que nele penetram.
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Entende-se por toxicidade a propriedade inerente de um agente quimico
produzir efeitos deletérios (agudos, subletais, letais ou crbénicos) sobre um
organismo (RAND, 1995). A toxicidade varia em funcdo da concentragao,
composicdo e propriedades, como também do tempo de exposicdo (AZEVEDO &
CHASIN, 2003).

Atividades humanas Processos naturais

| |

Fontes de contaminacéao

|

Ecossistemas

Biotopo Biocenose
Fatores abidticos Fatores bioticos

}

Consequéncias ecotoxicologicas

FIGURA 2 — Abordagem ecotoxicoldgica
FONTE: BOUDU & RIBEYRE (1989).

Segundo MATTEWS et al. (1982), o monitoramento biolégico pode ser
definido como o uso sistematico de respostas bioldgicas para avaliar as mudancas
no ambiente com a intencéo de usar esta informacdo em um programa de controle
de qualidade.

Um programa ideal de biomonitoramento ambiental € o que integra
medicbes fisicas, quimicas e bioldgicas, permitindo a caracterizacao fisicoquimica
dos ecossistemas aquaticos de uma bacia hidrografica e o estudo da ecologia dos
organismos bioindicadores de qualidade de &gua (CALLISTO et al., 2005,
CALLISTO & GONGCALVES, 2005, MORENO & CALLISTO, 2006).

A primeira etapa do biomonitoramento € a pesquisa pelo indicador biolégico
(ou bioindicador) cuja presenca, abundancia, e/ou comportamento refletem os
efeitos estressores sobre a biota. Um indicador pode ser utilizado para biomonitorar

diferentes niveis de organizagdo, desde o nivel sub-organizacional (por exemplo,
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genes, células e tecidos) a organismos, populagcbes, comunidades, e até mesmo
ecossistemas (NIEMI & McDONALD, 2004 apud MORENO & CALLISTO, 2006).

Os macroinvertebrados bentdnicos sdo o grupo que atualmente vem sendo
utilizado em mais de dois tercos de todos os meétodos bioldégicos modernos
(ROSENBERG & RESH, 1993; FRIBERG & JOHNSON, 1995).

Segundo CALLISTO & ESTEVES (1998), as principais razbes para esta
escolha séo:

o A estrutura das comunidades de macroinvertebrados bentonicos
reflete a qualidade ambiental uma vez que as espécies tém diferentes niveis
de tolerancia a poluentes;

o Os macroinvertebrados bentdnicos sao conspicuos, muitas
vezes abundantes, e sdo relativamente sedentarios;

o Para os macroinvertebrados dispfe-se de metodologias de
coletas adequadas ja estabelecidas;

o Os macroinvertebrados bentdnicos tém ciclos de vida
relativamente longos quando comparados aos organismos plancténicos

Apesar de espécies de varios filos terem invadido os ecossistemas aquaticos
continentais, algumas tiveram especial sucesso. A macrofauna bentdnica da maioria
desses ecossistemas é dominada numericamente (e em termos de biomassa) pelos
Insecta (WARD, 1992). Em geral, as formas imaturas de insetos aquéticos e semi-
aquaticos sdo mais importantes do que os adultos nos ecossistemas léticos e
lénticos (CALLISTO & ESTEVES 1998).

Dentre os Diptera, a familia Chironomidae é o grupo mais importante em
termos de amplitude de habitats que ocupam, diversidade de habitos alimentares,
estratégias adaptativas (CRANSTON, 1995 b) e tolerancia as diversas condicdes
ambientais (PINDER, 1986). Estas e outras caracteristicas fazem desses
organismos importantes bioindicadores ecolégicos, porém, um dos problemas de se
utilizar essa familia é o fato de muitas espécies serem de dificil identificacdo, e a
literatura possui numero elevado de estudos realizados com Chironomidae sem
identificacéo especifica (EPLER, 2001).

Segundo ROSENBERG (1992), em contraste com os indicadores fisiol6gicos
e bioguimicos, os quironomideos sdo dominantes entre 0s organismos utilizados em

estudos de deformidades morfologicas.
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Avaliar a resposta dos animais as mudancas nas suas formas naturais € a
base para muitas estratégias de monitoramento biolégico (CAREW et al., 2003).
Neste sentido, as malformacdes das larvas de quironomideos séo frequentemente
utilizadas para se estimar a toxicidade do sedimento (DI VEROLI et al., 2008).

Segundo (NAZAROVA et al.,, 2004) as deformidades morfolégicas das
antenas e do aparato bucal das larvas sé&o consideradas indicadoras de estresse
ambiental. Estruturas como: mento, mandibulas, pré-mandibulas, pente epifaringeo,
lamela labral e seta labral, pertencentes a cépsula cefalica de quironomideos,
sofrem muitas alteracbes quando em contato com xenobioticos (WARWICK, 1985;
WARWICK & TISDALE, 1988; SERVIA et al., 1998; JEYASINGHAM & LING, 2000;
JANSSENS DE BISTHOVEN et al., 2001; JANSSENS DE BISTHOVEN &
GERHARDT, 2003; NAZAROVA et al., 2004; BHATTACHARYAY et al.,, 2005;
MacDONALD & TAYLOR, 2006).

Para determinar se um local inspecionado estd poluido, € necessario
qguantificar a incidéncia das deformidades, porque algumas larvas sdo deformadas
naturalmente. A falta de conhecimento sobre a frequéncia das deformidades
naturais, em ambientes sem a presenca de xenobibticos, especialmente para outras
espécies além das geralmente estudadas, atrapalha as aplicacbes dos métodos de
biomonitoramento (van URK et al., 1992 apud MacDONALD & TAYLOR, 2006).

Apesar das deformidades serem amplamente utilizadas em varios estudos
como indicadores de toxicidade do sedimento, poucos trabalhos foram feitos para
analisar as possiveis alteracbes no desenvolvimento larval e ciclo de vida em
relacdo a ocorréncia destas malformacdes (SERVIA et al., 1999). Por isso, dados
claros sobre a causa, origem e a ontogénese dessas anomalias ainda sdo escassos
(SERVIA et al., 2000).

Diante de todas essas informacfes nota-se a importancia de estudos que
objetivem a definicdo do padrdao morfoldégico ao longo de toda ontogenia dessas
espécies que possuem relevancia em biomonitoramentos de ambientes aquaticos,
aplicando-as em futuras comparacdes em pesquisas tanto de impactos ambientais
quanto de ensaios laboratoriais que envolvam as deformidades morfolégicas

provocadas por agentes externos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar morfométricamente as estruturas da capsula cefalica larval de
Chironomus sancticaroli visando a determinacgéo dos instares, a definicdo do padrédo

e possiveis alteracfes morfolégicas naturais durante o seu desenvolvimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Definicdo das estruturas da capsula cefalica relevantes para a definicdo dos
instares larvais e padrao morfolégico natural para a espécie;

e Definicdo dos instares larvais através da morfometria de estruturas da
capsula cefalica;

e Analisar e definir o padrdo morfolégico da espécie e suas variagdes naturais
através da realizacdo de pranchas de desenhos das estruturas da capsula
cefélica que representem o padrdo morfolégico natural da espécie para o0s

quatro instares larvais.
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3. METODOLOGIA

3.1 COLETA

A coleta foi realizada dia 23/ii/2008 em cavas do Alto Rio Iguagu, no
municipio de Fazenda Rio Grande, estado do Parana, Brasil (FIGURA 3). Vinte e
trés massas ovigeras foram coletadas com peneira na vegetacdo marginal das
cavas e levadas para o Laboratoério de Ecologia de Rios da Universidade Federal do
Parand (UFPR), onde foram identificadas como Chironomus sancticaroli e uma
colonia foi estabelecida em sala de criagdo com temperatura controlada de 25° C (£

2°C) e fotoperiodo 12h claro/12h escuro.
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FIGURA 3 — Mapa do local da coleta das massas ovigeras de Chironomus sancticaroli

FONTE: O autor (2009).
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3.2 MATERIAL BIOLOGICO

Foram retiradas da colbnia de criacao trés massas ovigeras, separadas em
trés bandejas diferentes para o desenvolvimento das larvas em camara de
germinacao, com condi¢des controladas de temperatura (25°C) e fotoperiodo (12h
claro / 12h escuro).

A partir da eclosdo dos imaturos de cada massa ovigera foram retiradas
diariamente quinze larvas, até o inicio do desenvolvimento das primeiras pupas,
aproximadamente dezesseis dias, totalizando 240 larvas por massa ovigera. A
escolha das larvas a serem retiradas foi aleatdria, tentando abranger todos os
tamanhos existentes no dia. As larvas foram armazenadas em alcool 70% em potes

devidamente etiguetados e individualizados para cada dia (FIGURA 4).

3 Massas Ovigeras

Bandeja A Bandeja B Bandeja C

Durante 16 dias

Retiradas 15 larvas por dia

240 larvas 240 larvas 240 larvas

Total - 720 larvas

Alcool — 70%

FIGURA 4 — Esquema da obtencédo do material biolégico
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3.3 MONTAGEM DAS LAMINAS

Foram selecionadas aproximadamente 165 larvas, sendo 30 de primeiro
instar, 30 de segundo instar, 45 de terceiro instar e 60 de quarto instar, para a
montagem das laminas. A escolha do niumero de larvas por instar foi relacionada ao
tempo de duracdo de cada um, respectivamente do primeiro ao quarto instar: trés,
um, quatro e dez dias.

As larvas foram retiradas do alcool 70% e ficaram 15 minutos na agua para
retirar o alcool de sua superficie. Entdo foram colocadas no KOH (Hidroxido de
Potéssio) a 6% com a intencdo de clarear as estruturas esclerotinizadas da cdpsula
cefalica. Cada instar sofreu uma alteracdo no tempo de diafanizacdo em KOH, do
primeiro ao quarto instar, respectivamente: 30 min; 2h; 4h; 6h, em estufa a 50°C.

Foram montadas aproximadamente 82 laminas semipermanentes (com duas
larvas em cada uma) de primeiro ao quarto instar em solucéo de glicerina e alcool
3:1. As larvas foram posicionadas ventralmente e a laminula foi selada com esmalte
(FIGURA 5).

1° Instar 2° Instar 3° Instar 4° Instar

30 larvas 30 larvas 45 |larvas 60 larvas

KOH - 6% - 50°C

30 min 2h 4h 6h

82 laminas

FIGURA 5 — Esquema da montagem das laminas de Chironomus sancticaroli
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As seis estruturas da capsula cefélica analisadas foram: antena, mandibula,

mento, pente epifaringeo, placa ventromental e pré-mandibula (FIGURAS 6 e 7).

Estas estruturas foram escolhidas por sofrerem deformidades graves em suas
morfologias quando expostas a xenobioticos.

Pente Epifaringeo

Pré-mandibula

A
0
A Antena
Mandibula
Mento

Placa Ventromental

FIGURA 6 — Céapsula cefélica de Chironomus sancticaroli na posicdo ventral, evidenciando as seis
estruturas selecionadas para analise.
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FIGURA 7 — Estruturas analisadas da capsula cefélica de Chironomus sancticaroli. a. Antena. b.
Mandibula. c. Mento. d. Pente epifaringeo. e. Placas ventromentais. f. Pré-mandibula. (ABI: lamina
acessoéria, Bl: lamina antenal, Esp: espinho, Est: estrias, FI: flagelo antenal, Mo: mola, PMa: pente
mandibular, PmB: pré-mandibular brush, RO: érgdo anelar, Sh: segmento basal, Si: seta interna,
SSd: seta subdentalis, T: dente trifido)
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3.5 ANALISE DAS LAMINAS E DAS MEDIDAS

A terminologia utilizada para a analise morfologica das estruturas seguiu o
descrito por SAETHER (1980). Esta analise foi realizada na sala de imagens do
Departamento de Zoologia da UFPR através do microscépio Optico com camera
fotografica acoplada da marca Olympus.

O padrdao morfolégico natural das seis estruturas (antenas, mandibulas,
mento, placas ventromentais, pente epifaringeo e pré-mandibulas) foi obtido com
auxilio da camara clara, scaneado com o Scaner HP Scanjet 2400 e as devidas
corregdes foram feitas no programa Adobe Photoshop cs2.

A mensuracdo de quatro estruturas mais o comprimento ventral da capsula
cefélica foi realizado com a ocular milimetrada do proprio microscépio, seguindo um
mesmo padrao para todos os instares. Foram medidos os comprimentos das placas
ventromentais, das mandibulas, do mento e a regido ventral da capsula cefalica. Nas
antenas, foi realizada a proporcéo antenal, que € uma razdo entre o0 comprimento do
segmento basal e o comprimento do flagelo (FIGURA 8).

Para demonstrar que além do comprimento ventral da capsula cefalica
(GRAFICO 5), as mensuragbes de outras estruturas da capsula cefalica também
podem ser utilizadas para diferenciar os instares larvais, um histograma com as
frequencias das medidas observadas nos quatro instares larvais foi realizado para

cada uma das quatro estruturas medidas (GRAFICOS 1, 2, 3, e 4).
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FIGURA 8 — Estruturas mensuradas da cépsula cefdlica de Chironomus sancticaroli. a. Capsula
cefalica. b. Placas ventromentais. c¢. antena. d. mandibula. e. mento. (CFl: comprimento do flagelo,
CMe: comprimento do mento, CoM: comprimento da mandibula, CSb: comprimento do segmento
basal, CPV: comprimento das placas ventromentais, HV: comprimento ventral da capsula cefélica).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No monitoramento de ambientes aquaticos, as deformidades morfolégicas
das larvas de quironomideos oferecem uma maneira Util de se estimar a toxicidade
do sedimento, ao contrario de outros parametros como, por exemplo, a taxa de
mortalidade e o tempo de desenvolvimento, que podem ser influenciados por
estressores nao toéxicos (VERMEULEN, 1998).

As larvas de quironomideos entram em contato direto e ingerem o0s
xenobidticos, dessa forma, as deformidades morfologicas geralmente aparecem nas
estruturas da capsula cefélica, como antena e pecas bucais. Estudos dos padrbes
naturais dessas estruturas e suas possiveis alteracbes sdo extremamente
necessarios (DI VEROLI et al., 2008).

Frequentemente as medidas mais utilizadas para a definicdo dos instares
larvais de Chironomidae sdo o comprimento ventral (McCAULEY, 1974; TRIVINHO-
STRIXINO & STRIXINO, 1982; CORBI & TRIVINHO-STRIXINO, 2006) e a largura da
capsula cefélica (DYAR, 1890; ECOLE et al., 1999; SILVA et al., 2008). Na tentativa
de criar outras alternativas ao método tradicional foram mensuradas outras quatro
estruturas da capsula cefélica (antenas, mandibulas, mento e placas ventromentais)
gue foram comparadas com os resultados obtidos para o comprimento ventral da
capsula cefalica.

Todas as quatro estruturas seguiram o mesmo padrédo de frequencia
observado para as medidas do comprimento ventral da capsula cefalica. Por
possuirem desvios pequenos (TABELA 1), ndo houve sobreposicdo de medidas
entre os instares larvais, dessa forma, classes especificas correspondentes aos
quatro instares foram caracterizadas para as antenas, mandibulas, mento e placas
ventromentais (GRAFICOS 1, 2, 3, e 4).

Os resultados estdo demonstrados primeiramente com a prancha da
estrutura (PRANCHAS 1-6), representando o padrao natural para a espécie, seguido
do grafico (GRAFICOS 1-4) que demonstra a sua utilizagdo como ferramenta para a

determinacao dos instares larvais.
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Tabela 1 - Medidas em um para o minimo, a maxima e as médias com seus respectivos desvios e
intervalos de confianga encontrados para a proporgdo antenal, comprimento da capsula cefalica,
mandibulas, mento e placas ventromentais, de primeiro ao quarto instar larval de Chironomus

sancticaroli, mantidas sob condic8es de laboratério.

| Medidas em pm Instar N°larvas Min. Max. Média SD Int. Conf.
| 30 0,25 0,34 0,30 0,027 0,281-0,328
~ Il 30 0,50 0,78 0,67 0,070 0,632-0,714
P tenal ’ ’ ’ ’ ’ ’

foporgdo aniena I 45 086 1,15 099 0071 0,952-1,050

[\ 60 1,31 2,00 157 0,156 1,500-1,692

| 30 6,10 6,60 6,33 0,149 6,225-6,400

Comp. ventral da capsula Il 30 9,70 11,20 10,23 0,315 9,960-10,460
cefélica 1 45 16,18 19,17 17,92 0,590 17,680-18,430
[\ 60 27,50 32,00 29,31 1,365 29,000-31,000

| 30 4,40 510 4,70 0,215 4,500-4,900

Comp. das mandibulas Il 30 6,20 8,40 7,62 0,398 7,470-7,719
' 1] 45 11,95 14,44 13,47 0,595 13,130-13,940
I\ 60 19,00 31,00 23,24 1,585 22,500-24,000

I 30 350 400 3,71 0,131 3,600-3,800

Comp. do mento Il 30 547 597 559 0,161 5,478-5,727

' 1] 45 9,20 10,95 10,24 0,377 9,960-10,460
I\ 60 17,00 22,00 18,90 1,001 18,000-19,500

I 30 280 3,30 3,06 0,129 3,000-3,200

Comp. das placas ventromentais Il 30 510 580 553 0,178 5,400-5,625
’ 1 45 9,20 1245 10,87 0,530 10,460-11,210
[\ 60 18,00 2350 20,45 1,090 19,750-21,000
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4.1 PADRAO MORFOLOGICO DAS ANTENAS

As antenas sdo constituidas pelo segmento basal, flagelo formado por
quatro segmentos, pela lamina antenal, lamina acessoéria e pelo 6rgdo anelar
(FIGURA 7 — a). Esses componentes ndo se alteram muito ao longo do
desenvolvimento, exceto nas larvas de primeiro instar, as quais o 6érgao anelar
encontra-se ausente, o segmento basal € excepcionalmente curto e achatado e
possuem uma lamina antenal longa e desproporcional (PRANCHA 1, figura 1).

ARMITAGE et al. (1995), encontraram esses mesmos resultados analisando
a subfamilia Chironominae, a qual esta espécie pertence. Segundo o autor, a
primeira muda resulta em mudancas nas antenas, especialmente no que diz respeito

ao comprimento do segmento basal.

PRANCHA 1 - Padrdo morfolégico natural das antenas de larvas de Chironomus sancticaroli
mantidas sob condicdes de laboratério. Antenas do primeiro ao quarto instar (1-4). 1, 2 e 3 escala:
0,01mm; 4 escala: 0,05 mm.

Quando os quironomideos se desenvolvem em ambientes aquaticos de
baixa qualidade como, por exemplo, aguas contaminadas com poluentes, muitas
alteracdes ocorrem nas antenas dos imaturos. SERVIA et al. (1998), observaram
perdas dos segmentos antenais, deslocamento dos 6rgéos sensoriais, reducdes do

segmento basal, presenca de estruturas com homologia desconhecida, quando
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larvas de Prodiamesa olivacea Meigen, 1818 foram coletadas de um rio com
enriquecimento organico proveniente de esgoto domeéstico e residuos industriais.

BHATTACHARYAY et al. (2005), encontraram para as antenas de
Chironomus plumosus Linnaeus, 1758 expostas a metais pesados, as seguintes
deformidades: perda de segmentos individuais, aparecimento de novas estruturas,
segmentos adicionais e, por vezes deslocamento ou perda total do érgao anelar.

Segundo DICKMAN et al. (1992), existe uma correlacdo direta entre a
porcentagem de deformidade e a concentracdo de metais pesados nos sedimentos,
a qual foi confirmada em casos de antenas de varias espécies.

Uma ferramenta muito importante para a taxonomia € a proporcao antenal
(FIGURA 8 - c). Neste estudo foi testada sua eficacia na definicdo e diferenciacéo
dos instares larvais, os resultados encontrados do primeiro ao quarto instar foram,
respectivamente: 0,30 (x 0,02717), 0,67 (+ 0,07010), 0,99 (= 0,07129), 1,57 (=
0,15696) (TABELA 1).

STRIXINO & STRIXINO (1981), quando descreveram a espécie, utilizaram
15 larvas para a analise e obtiveram para larvas de quarto instar uma proporcao
antenal de 1,74, com minimo de 1,57 e maximo de 1,90. Utilizando uma amostra
quatro vezes maior, foi detectado uma amplitude mais elevada para a proporcao
antenal deste instar, com um minimo de 1,31 e maximo de 2,00, englobando os
valores descritos pelos autores.

Através das proporgBes antenais, foi possivel estabelecer classes
especificas de tamanhos equivalentes aos quatro instares larvais encontrados na
espécie alvo (GRAFICO 1).

N2 de antenas
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Proporgao antenal

GRAFICO 1 — Frequéncia das proporgées antenais das larvas de Chironomus sancticaroli de primeiro
ao quarto instar, mantidas sob condi¢des de laboratorio.
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4.2 PADRAO MORFOLOGICO DAS MANDIBULAS

As mandibulas fazem parte do aparato bucal mastigador dos quironomideos
e sao formadas por: cinco dentes (quatro ventrais e um dorsal), espinhos, estrias,
orgdo anelar, mola, seta interna, seta subdentalis e pente mandibular (FIGURA 7 -
b). Possuem um formato triangular e um longo dente apical.

No primeiro instar estdo ausentes a seta interna, o pente mandibular, as
estrias e o Orgdo anelar (PRANCHA 2, figura 5). OLAFSSON (1992), quando
comparou a morfologia durante o desenvolvimento larval de seis espécies da tribo
Chironomini (Chironomus riparius, Cryptochironomus defectus gr., Endochironomus
albipennis, Glyptotendipes pallens, Microtendipes pedellus, Parachironomus
arcuatus), também observou a auséncia do pente mandibular e da seta interna no
instar inicial.

No segundo instar continuam ausentes as estrias e 0 6rgdo anelar, mas o
pente mandibular e a seta interna ja estdo bem desenvolvidos, assim como
observado em OLAFSSON (1992) para quatro espécies (Chironomus riparius,
Endochironomus albipennis, Glyptotendipes pallens, Microtendipes pedellus)
(PRANCHA 2, figura 6).

No terceiro e quarto instar todas as estruturas estdo presentes (PRANCHA
2, figuras 7 e 8). Na descricdo da espécie feita por (STRIXINO & STRIXINO, 1981),
é indicado para as mandibulas de quarto instar apenas quatro dentes visiveis, apos
analise do paratipo da espécie, o quinto dente (dorsal) pode ser reconhecido, o qual
foi incluido nas analises.

As mandibulas possuem evidentes deformidades morfoldégicas quando as
larvas entram em contato com substancias toxicas. SERVIA et al. (1998),
encontraram nas mandibulas de Prodiamesa olivacea coletadas em um rio da
Espanha, enriquecido com esgoto domeéstico e residuos industriais, muitas
alteragcbes como, por exemplo: perda de dentes, presenca de dentes extras e
variacdes do formato natural das mandibulas.

JANSSENS DE BISTHOVEN et al. (2001), encontraram mandibulas com

dentes adicionais em larvas de Chironomus riparius expostas a cadmio.
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WILLIAMS et al. (2001), analisando nove espécies de quironomideos
coletados de véarios ambientes aquéticos ao redor de Chernobyl, apés o acidente
com a usina nuclear, observaram para as mandibulas: dentes com formatos

anormais, espacamento ou sobreposicoes dos mesmos; dentes extras; auséncia de

espinhos, cerdas e setas.

A
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PRANCHA 2 — Padrdo morfolégico natural das mandibulas de larvas de Chironomus sancticaroli
mantidas sob condi¢Bes de laboratério. Mandibulas de primeiro a quarto instar (5-8). 5 e 6 escala:
0,01 mm; 7 e 8 escala: 0,05 mm.

As frequéncias das medidas do comprimento das mandibulas (FIGURA 8 -
d) de primeiro a quarto instar sdo constituidas por classes, que se equivalem aos

quatro instares larvais (GRAFICO 2).
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GRAFICO 2 - Frequéncia em um do comprimento das mandibulas de larvas de Chironomus
sancticaroli do primeiro ao quarto instar, mantidas sob condi¢des de laboratorio.
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4.3 PADRAO MORFOLOGICO DO MENTO

O mento é caracterizado por possuir 13 dentes, seis em cada lado
(chamados de laterais) e um central trifido (FIGURA 7 - ¢) O padréo de coloracéo e
tamanho (comprimento e largura) dos dentes varia visualmente ao longo do
desenvolvimento larval (PRANCHA 3 e FOTOS 1-4).

No primeiro instar os dentes em geral sdo mais estreitos e compridos, com
suas pontas bem afiladas, mas o dente central trifido € maior que todos 0s outros
(FOTO 1). No segundo instar, os dentes comecam a ficar mais largos e o dente
central trifido possui 0 mesmo tamanho que os dois primeiros laterais subsequentes.
Ja se pode notar que o quarto dente lateral, contando a partir do central trifido, esta
levemente menor que o terceiro e o quinto (FOTO 2).

No terceiro e quarto instar o mento € praticamente igual, o dente central
trifido € menor que os primeiros laterais e o quarto lateral € menor que o terceiro e o
quinto (FOTOS 3 e 4). Estes resultados sdo os mesmos encontrados por STRIXINO
& STRIXINO (1981) na descricao para a espécie, assumindo assim o padrao final da

estrutura.

PRANCHA 3 — Padrao morfolégico natural do mento de larvas de Chironomus sancticaroli mantidas
sob condic¢bes de laboratério. Mento de primeiro ao quarto instar (9-12). 9 e 10 escala: 0,01 mm; 11 e
12 escala: 0,05 mm.



FOTO 3: Mento do 3° instar. Aumento — 400X FOTO 4: Mento do 4° instar. Aumento — 200X

O mento é a principal estrutura utilizada em protocolos de biomonitoramento
ambiental, visto que suas deformidades sdo as mais comuns e faceis de visualizar
(MacDONALD & TAYLOR, 2006).

Di Veroli (2008), estudando larvas de C. plumosus e Procladius sp em um
lago da Itdlia central, naturalmente eutrofizado, encontrou deformidades
morfolégicas no mento. Estas foram classificadas de acordo com um protocolo
modificado de JANSSENS DE BISTHOVEN et al. (1998):

e Classe 1 (Cl 1 —amostras sem quaisquer deformidades morfoldgicas);

e Classe 2 (Cl 2 — amostras com deformidades fracas: um dente
adicional ou ausente, um ou dois dentes arredondados, assimetria
fraca, um dente bifido, dois dentes unidos);

e Classe 3 (Cl 3 — amostras com deformidades fortes: “Gap Koéhn”,
dentes muito redondos, dois ou mais dentes ausentes ou adicionais,
dentes nao desenvolvidos, trés ou mais dentes juntos).

NAZAROVA et al. (2004), analisando a exposicdo de quironomideos
(Goeldichironomus sp. e Chironomus sp.) a metais pesados, observaram as
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seguintes alteracdes do mento: abrasdo e ruptura, divisdes periféricas dos dentes
laterais, assimetrias.

Deformidades como: um ou mais dentes centrais extras, presenca de
lacunas entre os dentes centrais, grupos de dentes laterais extras foram
encontradas por SERVIA et al. (1998), em mentos de Prodiamesa olivacea,
provenientes de um rio da Espanha, enriquecido com esgoto doméstico e residuos
industriais.

Apés o acidente com a usina nuclear em Chernobyl, WILLIAMS et al. (2001),
analisaram nove espécies de quironomideos coletados ao redor da cidade, 0 mento
apresentou severas alteragdes como, por exemplo, espaco extra entre os dentes,
deformidades no formato e auséncia de dentes.

JANSSENS DE BISTHOVEN et al. (2001), analisando larvas de C. riparius
expostas a cadmio, observaram larvas que possuiam mentos com pequena divisdo
no dente central.

Através da mensuracdo do comprimento do mento (FIGURA 8 - e), classes
de tamanho sdo formadas. Estas podem ser 6timas ferramentas para a definicdo
e/ou diferenciacdo dos quatro instares larvais presentes para C. sancticaroli
(GRAFICO 3).
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GRAFICO 3 — Frequéncia em pum do comprimento do mento de larvas de Chironomus sancticaroli do
primeiro ao quarto instar, mantidas sob condi¢des de laboratério.
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4.4 PADRAO MORFOLOGICO DO PENTE EPIFARINGEO

O pente epifaringeo também faz parte do aparato bucal mastigador das
larvas. No primeiro instar esta estrutura estd ausente e no restante do
desenvolvimento o padrdo morfoldégico dos dentes ndo se altera, exceto o seu
tamanho e quantidade: 2° instar — 9 a 11; 3° instar — 11 a 13; 4° instar — 14 a 17.
(PRANCHA 4, figuras13 - 15).

STRIXINO & STRIXINO (1981), descreveram a larvas de quarto instar com
15 dentes no pente epifaringeo. Este dado est4d presente nos resultados
encontrados para este estudo.

Pode ser observada uma sobreposicdo no niumero de dentes do segundo
para o terceiro instar, dessa forma, o pente epifaringeo ndo pode ser utilizado para
diferenciar esses dois instares, porém pode ser aplicado para diferencid-los do
ultimo instar larval. Esta é uma ferramenta quantitativa, podendo ser aplicada
eficientemente para a diferenciacdo dos ultimos instares larvais, porém néo foi

encontrada bibliografia que utilize esta estrutura para tal funcao.

13

Wi

15

PRANCHA 4 — Padrédo morfoldgico natural do pente epifaringeo de larvas de Chironomus sancticaroli
mantidas sob condi¢cdes de laboratério. Pentes epifaringeos de segundo ao quarto instar (13-15).
13,14 e 15 escala: 0,01 mm.
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O comprimento nao foi mensurado por esta ser uma estrutura curvada e de
dificil visualiza¢do de suas margens em um mesmo plano do microscopio.

O pente epifaringeo presente na capsula cefalica de imaturos de C.
sancticaroli apresenta deformidades morfolégicas evidentes quando ocorre o contato
com xenobidticos. Larvas de nove espécies de quironomideos coletadas nos
arredores de Chernobyl, oito anos ap0s o acidente nuclear, apresentaram pentes
epifaringeos com variacfes nos tamanhos e curvaturas dos dentes, fusdo e reducao
do namero de dentes e formato anormal dos dentes (WILLIAMS et al., 2001).

Segundo KOSALWAT & KNIGHT (1987) e GUTCHE & URK (1989), varios
experimentos com espécies de Chironomus indicam relagdes diretas entre 0s niveis
de metais pesados e deformidades no pente epifaringeo. Estes resultados sao
promissores no que diz respeito ao desenvolvimento de futuros indices especificos,
no entanto, muitos trabalhos ainda séo requisitados para caracterizar as relacoes

entre contaminantes individuais e deformidades.

4.5 PADRAO MORFOLOGICO DAS PLACAS VENTROMENTAIS

Segundo BERG (1995), as placas ventromentais possuem a funcdo de
auxiliar a producdo da seda. As secrecbes salivares sdo forcadas através das
ranhuras na borda anterior das placas ventromentais, dessa forma, uma rede de
seda é constituida.

Do primeiro ao quarto instar o numero de estrias (FIGURA 7 - e) varia:
inviavel quantificar no 1° instar; de 12 a 16 no 2° instar; de 20 a 24 no 3° instar e de
36 a 40 no 4° instar (PRANCHA 5, figuras 16 - 19). O numero de estrias forma
classes especificas para cada instar, portanto as placas ventromentais podem ser
importantes ferramentas para a identificacdo e/ou definicAo dos instares larvais,

porém nenhum estudo foi relatado utilizando-se dessa estrutura para tal funcao.
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PRANCHA 5 — Padrdo morfoldgico natural das placas ventromentais de larvas de Chironomus
sancticaroli mantidas sob condi¢des de laboratério. Placas ventromentais de primeiro ao quarto instar.
16, 17 e 18 escala: 0,01 mm; 19 escala: 0,05 mm.

O comprimento das placas ventromentais (FIGURA 8 - b) ao longo da

ontogenia também forma classes especificas para cada instar (GRAFICO 4).
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GRAFICO 4 - Frequéncia em pum do comprimento das placas ventromentais de larvas de Chironomus
sancticaroli do primeiro ao quarto instar, mantidas sob condi¢des de laboratorio.
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4.6 PADRAO MORFOLOGICO DAS PRE-MANDIBULAS

A funcéo das pré-mandibulas ndo € muito bem conhecida. Sua estrutura e
posicdo na regido labral indicam que elas servem tanto para reforcar o labio
enquanto empurra os itens alimentares, quanto para afastar as particulas presas na
seta labral e mové-las para o es6fago (OLAFSSON, 1892).

STRIXINO & STRIXINO (1981), na descricdo da espécie ndo citam as pré-
mandibulas, mas segundo ARMITAGE et al. (1995) elas sao caracterizadas por
serem bifidas e possuirem o premandibular brush (FIGURA 7 - f), caracteristicas
encontradas para todos os instares larvais neste trabalho (PRANCHA 6, figuras 20-
23).

Segundo OLAFSSON (1892), as pré-mandibulas do primeiro instar néo
possuem o premandibular brush em todas as espécies analisadas por ele
(Chironomus riparius, Cryptochironomus defectus gr., Endochironomus albipennis,
Glyptotendipes pallens, Microtendipes pedellus, Parachironomus arcuatus), o que

nao foi observado neste estudo.

PRANCHA 6 — Padrao morfolégico natural das pré-madibulas de larvas de Chironomus sancticaroli
mantidas sob condi¢des de laboratério. Pré-mandibulas do primeiro ao quarto instar. 20, 21 e 22
escala: 0,01 mm; 23 escala: 0,05 mm.
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Apesar das pré-mandibulas ndo se alterarem durante a ontogenia do
organismo, elas sofrem extremas deformidades quando expostas a poluentes.

SERVIA et al. (1998), encontraram nas pré-mandibulas de Prodiamesa
olivacea coletadas em um rio da Espanha, enriquecido com esgoto doméstico e
residuos industriais, algumas deformidades, como por exemplo: perda de dentes,
presenca de dentes extras e variacfes do formato natural das pré-mandibulas.

JANSSENS DE BISTHOVEN et al. (2001), também encontraram
deformidades nas pré-madibulas de larvas de C. riparius expostas a cddmio, porém
o numero de deformidades foi maior em baixas concentracoes.

O comprimento ndo foi mensurado por esta ser uma estrutura curvada e de

dificil visualizacdo de suas margens em um mesmo plano do microscopio.

4.7 COMPRIMENTO VENTRAL DA CAPSULA CEFALICA

A identificacdo do instar do inseto é geralmente baseada na mensuracao da
largura ou comprimento da capsula cefalica (DYAR, 1890). Porém este
procedimento deve ser rejeitado quando as espécies sdo analisadas em
microscopio, pois a compactacdo causada pela montagem das laminas resulta em
alteracdes consideraveis de suas dimensées (FORD, 1959).

Como alternativa, diversas estruturas do interior da capsula cefalica podem
ser selecionadas como parametros para a determinacdo dos instares. O
comprimento ventral da capsula cefélica € uma delas (FIGURA 8 - a).

Neste estudo, foi mensurado o comprimento ventral da capsula cefalica de
primeiro ao quarto instar para a comparacao de um parametro amplamente utilizado
com parametros pouco utilizados, como: comprimento da mandibula, mento, placas
ventromentais e propor¢ao antenal.

Pode-se observar que todas as medidas formam classes especificas de
tamanho equivalente aos quatro instares larvais, inclusive o comprimento ventral da

capsula cefélica, resultado esperado previamente (GRAFICO 5).
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GRAFICO 5 - Frequéncia em pm do comprimento ventral da capsula cefdlica de larvas de
Chironomus sancticaroli do primeiro ao quarto instar, mantidas sob condi¢des de laboratério.



38

5. CONCLUSOES

Através da analise morfolégica e morfométrica das estruturas da cépsula
cefalica de Chironomus sancticaroli ao longo do desenvolvimento larval, foram

alcancadas as seguintes conclusodes:

e Em Chironomus sancticaroli € possivel a definicho dos instares larvais
utiizando as antenas, mandibulas, mento, placas ventromentais e pente
epifaringeo.

e Em Chironomus sancticaroli é possivel determinar o padrdo morfologico
utiizando as antenas, mandibulas, mento, pente epifaringeo, placas
ventromentais e pré-mandibulas, uma vez que poucas variacdes foram
observadas dentro de um mesmo instar.

e E possivel definir o padrdo morfologico das estruturas selecionadas presentes
na capsula cefalica de Chironomus sancticaroli para 0s quatro instares
larvais.

e A determinacdo dos quatro instares larvais € possivel utilizando-se
separadamente da morfometria das antenas, mandibulas, mento e placas
ventromentais, as quais formaram classes de tamanho especificas para cada

instar.
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