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1. APRESENTACAO

Este relatdério tem por objetivo descrever as atividades realizadas e os
principais resultados alcancados no ambito do projeto “Filogeografia de
invertebrados cavernicolas em formacdes ferriferas e carbonaticas: Evolugao e
conectividade bioldgica em ambientes subterraneos como definidores de acdes
de conservacao”. O projeto foi inserido no Termo de Compromisso de
Compensacdo Espeleoldgica (TCCE) N° 1/2018, firmado entre o Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) e a Vale S.A, com

coordenacao executiva do ICMBio/Cecav e gestdo operacional do IABS.

O projeto teve suas atividades iniciadas em 2018, e contou com a
coordenacdo da Base Avancada do ICMBio/Cecav no Rio Grande do Norte e
parcerias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Universidade
Federal de Lavras (UFLA), Instituto Tecnologico Vale - Desenvolvimento
Sustentavel (ITV-DS), Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS),
Universidade de Brasilia (UnB) e Universidade Federal do Piaui (UFPI).

A seguir, apresentaremos o projeto original (de forma resumida), os
principais resultados alcancados, as publicagcdes resultantes do projeto e as
dificuldades encontradas durante a sua execucao. Além disso, sera feita uma
comparacao entre os objetivos e metas iniciais a as efetivamente alcancadas ao
final do projeto, bem como serdao discutidos o0s principais avancos na
implementacao dos componentes do Programa Nacional de Conservacao do

Patriménio Espeleoldégico (PNCPE) (Portaria MMA Ne° 358/2009).

§ fcvoisaco
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2. PROJETO ORIGINAL

2.1. Introducao geral

O meio subterraneo compreende 0s espacos interconectados do subsolo,
com dimensdes variaveis, que foram formados em rocha macica e estao
preenchidos por agua ou ar (Juberthie 2000). As porcdées do ambiente
subterraneo acessiveis ao ser humano sao chamadas de cavernas, e tém como
caracteristicas gerais a auséncia permanente de luz e tendéncia a temperatura

constante e alta umidade em suas zonas mais profundas (Culver 1982).

Organismos com pré-adaptacdes a estas caracteristicas podem usar o
ambiente subterrdneo como abrigos diurnos ou noturnos (trogloxenos) e/ou
completar seu ciclo de vida dentro ou fora de cavernas (troglofilos). Entretanto,
algumas espécies sao restritas a habitats subterraneos, geralmente
apresentando especializagdes comportamentais, morfoldgicas e fisiolodgicas para
a sobrevivéncia exclusiva no ambiente hipdégeo (troglobios) (Sket 2008). Em
funcao disso, cavernas sao importantes ambientes para a realizacao de estudos

ecoldgicos e evolutivos, incluindo processos de especiacao (Culver & Pipan 2009).

No Brasil, dentre as diversas litologias propicias a formacao de cavernas,
destacam-se as formacdes calcarias, apresentando em sua maioria cavernas com
pouca ramificacao nos condutos, grande projecao horizontal e volume, e as
formacodes ferriferas, apresentando cavernas de pequeno a médio porte,
encaixada em rocha com grande porosidade (canga), permitindo a fauna
subterranea conexao entre cavidades. Tais litologias apresentam a maior
guantidade de cavernas conhecidas, que abrigam a maior parte das espécies
troglobias atualmente conhecidas no Brasil. Assim, estudos que visem entender
a distribuicao da fauna troglobia em cavernas dessas litologias, bem como
investigar a existéncia de possiveis padrboes de conectividade bioldgica
subterranea, sao prioritarios e tém possiveis implicacdes nas tomadas de decisao

envolvendo a conservacao da biodiversidade subterranea em todo o pais.

RELATORIO FINAL
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Estudos recentes tém apontado o RN, particularmente a regiao Oeste do
Estado, como uma das areas mais relevantes do ponto de vista bioespeleoldgico
Nno cenario nacional (Bento et al. 2021). A riqueza e diversidade observadas na area
sao comparaveis a outras regides carsticas e pseudocarsticas brasileiras,
destacando-se pela quantidade de espécies trogldbias, inclusive com as Unicas

consideradas relictos oceanicos no pais (Ferreira et al. 2010, Bento et al. 2021).

Ha registro de 75 morfoespécies troglomorficas encontradas em cavernas
inseridas nos calcarios da Formac¢ao Jandaira, incluindo diversos relictos
filogenéticos, filogeograficos e os uUnicos relictos oceanicos atualmente
conhecidos no Brasil (Ferreira et al. 2010, Bento 2011, Bento et al. 2015). Ha também
varias espécies nao troglomaorficas de interesse para a conservacao (Bento et al.

2021).

No caso das formacdes ferriferas, embora o conhecimento tenha avancado
significativamente nos ultimos anos, a vida subterranea associada a cavernas
ferriferas ainda é pouco estudada no Brasil quando comparado ao histérico de
estudos associados as cavernas inseridas em litologias carbonaticas (Bichuette et
al. 2015). Essa biodiversidade distribui-se de maneira heterogénea no pais em
regides onde temos afloramentos na forma de canga, pincipalmente nas regides
de Carajas, no estado do Para, e no Quadrilatero ferrifero, em Minas Gerais, e as
milhares de cavernas ferriferas encontradas nessas regides abrigam centenas de

espécies trogldbias, principalmente na regiao de Carajas.

A formacao ferrifera esta entre os ecossistemas mais peculiares, intrigantes
e desconhecidos para a ciéncia. Formados ha bilhdées de anos, esses
geossistemas, composto por uma couraca superficial de limolita, conhecida
como canga, recobre as Formacdes Ferriferas Bandadas (FFB) formadas
principalmente por itabiritos e hematitas, minérios ricos em ferro e altamente

visados pelo setor minerario (Carmo, 2010).

A fauna cavernicola tem padrdes uUnicos de distribuicao, geralmente
apresentando distribuicao geografica restrita e altos niveis de endemismos em
todas as escalas de avaliacao (Gibert & Deharveng 2002). Assim, este projeto

pretende compreender, por meio de uma abordagem integrativa e
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filogeografica, como algumas linhagens (espécies e populacdes) de troglobios e
troglofilos alvo estao distribuidas nas cavernas da porgao oeste da Formacao
Jandaira e na Formacgao Carajas. Pretende-se gerar dados que ajudem a
esclarecer os padroes e processos evolutivos de taxa que colonizaram o ambiente
subterraneo, ajudando a esclarecer a distribuicao de tais espécies nas diferentes

cavernas, gerando informacdes para conservagao e gestao dessas areas.
2.2. Espécies alvo

2.2.1. Troglobios da Formacgao Jandaira (RN)

Em fungao de sua relevancia como relictos, processos evolutivos envolvidos
e/ou padrdes de distribuicdo, alguns grupos de invertebrados troglébios foram
escolhidos como alvos do projeto. Destacam-se ainda as potenciais implicacdes
do aumento do conhecimento sobre essas espécies para a conservacao de
ambientes subterraneos e até mesmo para o entendimento de processos

geoldgicos envolvidos na evolugcao da Bacia Potiguar.

Algumas espécies estigdbias (troglobias aquaticas) sao consideradas
relictos oceanicos, pois aparentemente evoluiram a partir de ancestrais marinhos
"aprisionados" em espacos subterraneos apos eventos pretéritos de avanco e
posterior regressao oceanica (Ferreira et al. 2010, Leal-Zanchet et al. 2015, Souza
et al. 2018). Até entao, nao eram conhecidas no Brasil espécies subterraneas nesta
condicao. Estas espécies advém de grupos cuja distribuicao é
predominantemente marinha e compreendem isépodes da familia Cirolanidae,

anfipodes e planarias.

Os cirolanideos encontrados em cavernas da Formacao Jandaira
compreendem os primeiros registros de trogldbios desta familia no Brasil, e o
segundo registro na Ameérica do Sul (Ferreira et al. 2010). Ha o registro de 13
populacdes de cirolanideos troglébios em cavernas na Formacao Jandaira (12 no
RN e uma no Ceara), provavelmente pertencentes a dois géneros novos (todas

provaveis espécies novas).

A maioria das linhagens de anfipodes na América do Sul vive em aguas

subterraneas. Ha o registro de 12 populacdes de anfipodes troglébios em
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cavernas na Formacao Jandaira, sendo 10 de espécies do género Potiberaba e

duas do género Seborgia.

Duas espécies de planarias trogldbias, pertencentes a subordens distintas
(Cavernicola e Maricola) (Leal-Zanchet et al. 2014, Leal-Zanchet et al. 2015, Souza
et al. 2017), ocorrem em cavernas do municipio de Felipe Guerra/RN, enquanto
em outras regides carsticas brasileiras ha registro apenas de representantes da
subordem Continenticola. Embora essas duas espécies tenham sido encontradas
apenas nas cavernas dos Crotes e Trés Lagos, respectivamente, ha outras duas
populagdes de planarias troglomorficas, cujas espécies ainda nao estao descritas:
uma na gruta Olho d “agua do Mamede, em Jandaira/RN, e outra na Furna Feia,
em Barauna/RN. As planarias da caverna dos Trés Lagos pertencem a subordem
Maricola, um grupo primariamente marinho (Leal-Zanchet et al. 2015, Souza et al.

2017).

Dentre os troglobios terrestres merece destaque o hemiptero
Kinnapotiguara troglobia (Hoch & Ferreira 2013). As populacdes estao
distribuidas em varias cavernas em Felipe Guerra e Gov. Dix-Sept Rosado,
condicao explicada pela possivel existéncia de conectividade entre as cavernas
da regiao (Bento 2011). Esta conectividade seria mantida por um sistema de micro
€ mesocavernas, Nao acessiveis diretamente ao ser humano, e pode facilitar a
dispersao subterranea e assim manter o fluxo génico entre as populacdes (Hoch
& Ferreira 2013). As populacdes de K. troglobia estao distribuidas em uma grande
area e das 13 cavernas onde foram encontrados espécimes, dez estao a oeste e
trés a leste do rio Apodi-Mossoré. Foram identificadas pequenas variacdes na
morfologia genital masculina entre individuos de diferentes cavernas que podem
ser indicios de especiacao, de forma que mais pesquisas sao necessarias para
esclarecer o status especifico dessas linhagens (Hoch & Ferreira 2013). Da mesma
forma, a ocorréncia de populacdes em cavernas de ambas as margens do rio

Apodi-Mossoro pode representar uma barreira geografica a ser testada.

Os colémbolos sao artropodes hexapodes, semelhantes em forma a
insetos, que sao frequentemente encontrados associados ao solo (Hopkin 1997).

Sao animais bastante comuns em diversos habitats, porém pouco conhecidos
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pela populagao em geral, especialmente por causa do seu tamanho reduzido
(cerca de Tmm) (Bellinger et al. 1996-2017). O reduzido numero de espécies
reconhecidas para a regiao Neotropical ndao condiz com sua grande diversidade
de habitats, e claramente esta relacionado a um baixo esforco de coleta. No Brasil,
por exemplo, foram registradas aproximadamente 287 espécies, representando
92 géneros em 19 familias (Abrantes et al. 2010, 2012). Esse numero é certamente
incapaz de refletir a composicao faunistica existente no pais e é fruto de
amostragem limitada (Culik & Zeppelini 2003). Diversos estados do pais nao
foram adequadamente estudados. Este € o caso do Rio Grande do Norte, onde
poucas amostragens pontuais foram feitas até o momento (Bellini et al. 2010,

Bento 2011, Santos-Rocha et al. 2011).

Uma alta diversidade de Collembola em ambientes cavernicolas no Rio
Grande do Norte é esperada, tendo em vista a capacidade de isolamento
populacional criado pelo ambiente cavernicola, em especial para espécies
trogldfilas e troglobias, como € o caso de espécies dos géneros Pseudosinellq,
Troglobius e Troglolaphysa. Nestes trés géneros sao observadas pré-adaptacoes
para a vida cavernicola, como enfraquecimento da cuticula, auséncia (ou
reducao) de olhos e pigmento, alongamento dos apéndices e aumento das
cerdas e outros 6rgaos sensoriais em regides terminais do corpo (Hopkin 1997,
Bellinger et al. 1996-2017). E valido ressaltar que a fauna de Paronellidae
encontrada em cavernas no Rio Grande do Norte € totalmente composta por
novas espécies, o que demonstra a caréncia de especialistas atuantes no grupo,
além da falta de inventarios de Collembola para cavernas encontradas na

Caatinga.
2.2.2. Trogldfilos da Formacao Jandaira (RN)

Além das espécies trogldbias acima, serao alvos do projeto populacdes de
espécies atualmente consideradas trogloéfilas, caso de Rowlandius potiguar
Santos, Ferreira & Buzatto, 2013 (Arachnida: Schizomida: Hubbardiidae) e de

Endecous potiguar Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2017 (Ensifera: Phalangopsidae).

Tais espécies sao abundantes e amplamente distribuidas em cavernas na

regiao Oeste do RN, no entanto a falta de conhecimento sobre sua ocorréncia,
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distribuicao e abundancia no ambiente epigeo levanta duvidas sobre o status
ecologico-evolutivo e possivel isolamento de populacdes no ambiente

subterraneo.
2.2.3. Trogldbios da Formacdes Carajas (PA)

Com base nos levantamentos mais recentes feitos na Serra do Tarzan em
Carajas, as espécies troglobias foram pré-selecionadas com base no numero de
ocorréncia em cavidades, taxonomicamente resolvidas e com elevada
capacidade de mobilidade pelo sistema. O crustaceo da familia Circoniscidae
Circoniscus buckupi e o aracnideo da familia Caponiidae, Carajas paraua
apresentam esses requisitos. Contudo, apds as primeiras atividades de campo,

outras espécies poderao ser selecionadas.
2.3. Objetivos

O objetivo geral do projeto é compreender os padrdes de distribuicao de
espécies de invertebrados trogldbios aquaticos (Amphipoda, Cirolanidae
(Isopoda) e Tricladida) e terrestres (Kinnaridae (Hemiptera:Fulgoromorpha) e
Collembola), além de espécies atualmente consideradas trogldfilas (R. Potiguar
e E. potiguar) e os processos evolutivos ocorridos na Formacao Jandaira, bem
como de troglobios na Formacao Carajas, por meio de analises moleculares,
taxonomia integrativa e analises baseadas em cronobiologia e bioacustica,
gerando conhecimento aplicado a conectividade biolégica em ambientes

subterraneos e a sua conservacao.
Os objetivos especificos sao:

- Promover a coleta dos espécimes de acordo com as metodologias
definidas, tanto nas cavidades quando em furos de sondagem (para a formacao

Carajas);

- Fazer analise exploratdria com codigos de barra de DNA para delimitacao

e selecao de espécies alvo;

- Selecionar taxons para analises gendmicas (NGS) filogenéticas e

filogeograficas visando determinar parametros populacionais, tempo de
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divergéncia entre linhagens e fluxo génico entre linhagens de diferentes

cavernas,

- Gerar informacdes moleculares para complementar a descricao
morfoldgica de espécies novas, em uma abordagem integrativa, bem como

subsidiar revisdes taxondmicas que porventura sejam necessarias;

- Avaliar a conectividade subterranea e fluxo génico entre populagdes
(tanto entre cavernas como entre populagdes epigeas e hipdgeas) por meio de

analises moleculares e baseadas em bioacustica e cronobiologia;

- Comparar a conectividade biolégica subterranea, para os ambientes
terrestres, entre os calcarios da formacao Jandaira e o geossistema ferrifero da

formacao Carajas;

- Delimitar as espécies e populagdes de taxa trogldbios e troglofilos de
interesse e, junto com informacdes sobre padrdes de conectividade bioldgica e
grau de endemismo, gerar conhecimento aplicavel a conservacao e gestao do

patrimoénio espeleoldgico nas areas alvo;

- Promover publicacdes técnicas e cientificas quem venham gerar
conhecimento aplicavel a conservacao e gestao do patrimdnio espeleoldgico,

tanto de uma forma ampla quanto aplicado as regides de estudo.

2.4. Metodologia

2.4.1. Formacao Jandaira (RN)

Area de Estudo

O estudo sera conduzido em cavernas inseridas nos calcarios da Formacao
Jandaira, nos municipios de Felipe Guerra, Gov. Dix-Sept Rosado, Caraubas,
Apodi, Upanema, Mossord e Barauna, no RN, e em Quixeré, no Ceard. Tendo em
vista a distribuicao de R. potiguar, também serao realizadas atividades pontuais
no municipio de Martins/RN (caverna Casa de Pedra de Martins e outras
proximas, inseridas em marmores da Formacao Jucurutu), bem como buscas em
cavernas calcédrias (também da Formacdo Jandaira) em Jandaira/RN por

populagdes de Kinnaridae e Tricladida troglomorficas (grutas dos Fugitivos e
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Olho d“"agua do Mamede). Apesar de toda a area estar inserida no Bioma

Caatinga, ha varias regides hidrografica e geologicamente distintas.
Coleta de espécimes

Em junho/julho de 2016 e abril/maio de 2017 foram realizadas campanhas
de campo para coleta de espécimes, de forma que parte do material necessario
as analises ja se encontrava coletado e parcialmente analisado antes do inicio
oficial do projeto.

Além do material ja coletado, serao feitas coletas adicionais por meio de
procura visual detalhada em todos os potenciais habitats para as espécies de
interesse. Os invertebrados terrestres (Kinnaridae, Collembola, R. potiguar e E.
potiguar) e as planarias serao coletados manualmente com o uso de pingas e
pincéis, além de aspiradores entomoldgicos e armadilhas especificas. Ja para os
invertebrados aquaticos, serao utilizados também covos iscados.

Todos os invertebrados coletados serao conservados em etanol absoluto
para analises morfoldgicas e moleculares, bem como acondicionados em
recipientes térmicos (caixas de isopor/géis conservantes e refrigerador portatil
veicular) durante o transporte desde os locais de coleta até os locais de pernoite,
onde serdo condicionados em refrigerador/freezer, e destes ao laboratério.

Para as espécies consideradas trogldfilas serao realizadas coletas também
Nno ambiente epigeo, nas proximidades das cavernas onde ocorrem populacdes
hipdgeas, objetivando verificar a ocorréncia e abundancia em superficie, bem

como garantir material necessario as analises morfoldgicas e moleculares.
Caracterizagdo dos habitats subterrdneos e superficiais

Sera feita uma caracterizacao basica dos locais de coleta e descricao do
substrato para os ambientes terrestre e aquatico, tanto das cavernas como do
entorno. Sera realizado também registro fotografico do habitat das espécies alvo

e, sempre que possivel, dos espécimes vivos in loco.
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Anadlise morfologica dos espécimes

O material coletado sera triado e identificado até o menor nivel taxondmico
possivel na UFRN, e encaminhado para confirmacao dos taxons e possivel
descricao de novas espécies, que seguira metodologia especifica para cada

grupo taxonémico.
Bioacustica e cronobiologia

Serdo utilizadas abordagens bioacuUstica e/ou cronobiolégica para os

taxons troglofilos, E. potiguar e R. potiguar.

No caso de E. potiguar, as analises morfoldégicas indicaram que ha
variagdes na distribuicao de nervuras das asas de muitos espécimes examinados,
0 que pode significar linhagens evolutivas distintas para diferentes cavernas
onde a espécie ocorre. Tendo em vista que uma caracteristica fundamental
destes organismos € a comunicagao acustica, onde os individuos machos adultos
estridulam para atrair parceiros para reproducao, a bioacustica € uma ferramenta
promissora para testar a conectividade das populagdes e espécies de grilos em
muitas cavernas. A literatura mostra que divergéncias sonoras precedem
divergéncias morfolégicas dentro de Orthoptera (Leroy 1965, Otte 1992), tornando
0s sinais acusticos importantes caracteres para diferenciacao e diagnostico de
muitas espécies com morfologia similar (Alexander 1957, Walker 1964, David et al.
2003).

Para as analises cronobioldgicas, apds a coleta e sucesso na manutencao
de individuos das populacdes selecionadas em cativeiro, o ritmo de atividade de
repouso sera registrado por meio de uma camera acoplada a um computador via
USB. A iluminacado sera feita por uma luz do tipo infravermelha, ligada de forma
constante para nao servir como uma pista temporal para os animais. Um software
ira transformar o video em nivel de movimentacao e ira registrar a cada minuto
a intensidade de locomocao do animal. Os animais serao mantidos em uma das
trés condic¢des por 21 dias: iluminacao constante com uma luz de intensidade de
100 lux, escuro constante e um ciclo de 12 horas de claro (100 lux) e 12 horas de

escuro. A partir dos dados coletados, serao calculados periodogramas para
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identificar o periodo principal e a sua poténcia. Sobre a atividade e repouso
calcularemos o tempo total de fase ativa, de fase inativa e os angulos de fase entre
o claro/escuro e o inicio e fim de atividades. Para caracterizacdo da dindmica

temporal em diferentes escalas, utilizaremos analises de dinamica nao linear.
2.4.2. Formacao Carajas (PA)

Na formacao ferrifera em Carajas, a analise da disposicao espacial e
conectividade do meio subterraneo sera realizada primeiramente por meio do
levantamento de dados das caracteristicas geoldgicas relacionadas a porosidade
no minério em cada litologia associada as formacdes ferriferas. Tais dados ja estao

disponiveis e podem ser obtidos nos estudos de impactos ambientais (EIA).

Nesta etapa, devera ser avaliada a quantidade de espacos vazios
disponiveis nas areas estudadas e os fatores fisicos que afetam a conectividade,
como disposicao espacial destas litologias no subsolo, profundidade e distancia
entre as cavidades, contrapondo os resultados obtidos a um mapa geoldgico

detalhado tanto da area de estudo quanto da regiao.

A analise da utilizacao do meio subterraneo (canaliculos) pela fauna sera
realizada por meio de armadilhas dispostas em um GCrid levando em
consideracao a influéncia ecoldgica dos diferentes Geoambientes Superficiais
Associados (GSA - unidades de paisagem) encontrados, bem como para estudar

o efeito da sazonalidade na composi¢cao da fauna.

Com isso sera possivel observar as diferentes riquezas presente no sistema
de canaliculos relacionando-a aos capdes de mata, campos rupestres e campos
brejosos, com intuito de comparar e indicar a ocupagao real pelas espécies,
observando como a qualidade ambiental interfere na ocupacao do meio
subterraneo pelas espécies, e monitorando o fluxo migratorio entre as cavidades

longo do tempo.

A Caracterizacao das populacdes se dara por meio da coleta de individuos
nas cavidades e os canaliculos proverao a informacao de individuos coletados, a

fim de verificar sua populacao de origem. A analise da dinamica populacional se
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dara através da analise da e estrutura genética das populacdes alvo. Para acessar

os canaliculos serao realizados 32 furos de sondagem.

Posteriormente, todo o material coletado sera triado e identificado até o
menor nivel taxonémico possivel e encaminhado para especialistas para
confirmacao dos taxons e possivel descricao de novas espécies. Parte do material
coletado sera encaminhado ao ITV-DS para as etapas de extracao, isolamento,

amplificacao e sequenciamento do material genético.
2.4.3. Analises moleculares
Extracdo, amplificagcdo e sequenciamento de DNA

O DNA total sera extraido de tecidos dos individuos preservados em etanol
utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as recomendacdes
do fabricante. Para uma primeira etapa do projeto (analise exploratoéria), serao
obtidas sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo C oxidase
subunidade | (cox1), amplificadas por reacao em cadeia da polimerase (PCR) com
os primers LCO-1490 (forward) e HCO-2198 (reverse) descritos por Folmer et al.
(1994).

Serao obtidas sequéncias de outros marcadores moleculares mitocondriais
(como 12S e 16S) e nucleares (como ITS, 185 e 28S), utilizando primers e
parametros de reacdes de PCR e de sequenciamento especificos, a depender do

grupo taxonémico e das hipdteses envolvidas.

Todos os produtos de PCR serdao primeiramente visualizados em gel de
agarose 1,2%, purificados e posteriormente utilizados em uma reacao de PCR de
sequenciamento utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems). Os produtos da reacao de sequenciamento
foram analisados em um sequenciador de DNA automatico, modelo ABI 3730-
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Essas etapas serao realizadas no Instituto

Tecnoldgico Vale — Desenvolvimento Sustentavel (ITD-DS), em Belém/PA.
Andlise dos dados

As sequéncias resultantes serao montadas no programa Geneious Prime

(Biomatters Ltd.) e alinhadas por meio do pacote MAFFT 7.017 (Katoh & Standley
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2013) utilizando o algoritmo Auto, ou usando ClustalW (Thompson et al. 1994),
implementado no programa Mega X (Kumar et al. 2018), com posteriores ajustes
manuais. A escolha do melhor modelo de substituicao de nucleotideos da regiao

de DNA sera feita no programa JmodelTest 2 (Darriba et al. 2012).

Analises filogenéticas de maxima verossimilhanca e bayesianas serao feitas
nos programas Mega X (Kumar et al. 2018) ou RAXML 8 (Stamatakis 2014),
implementado no Geneious Prime, e no Beast 2 (Bouckaert et al. 2019),

respectivamente.

Com o objetivo de identificar unidades taxondmicas operacionais (UTOs,
aqui interpretadas como potenciais novas espécies), serao utilizados diferentes
meétodos de delimitacao de linhagens (tais como ABGD, ASAP, GMYC, PTP, BAPS
e BPP) para verificar a distribuicao dos grupos genéticos nos taxons-alvo.
Posteriormente, distancias genéticas médias intra (entre individuos de uma
mesma UTO) e interespecificas (entre individuos de diferentes UTOs) serao

estimadas com o modelo de substituicao K2P, usando o programa MEGA X.

O software Arlequim 3.5 (Excoffier & Lischer 2010) sera usado para realizar
analises e testes de hipdteses filogeograficas, tais como a andlise de variancia
molecular (AMOVA), e estimativas de fluxo génico. As analises filogeograficas
também envolverao a construcao de redes de hapldtipos (programa PopART,
Leight & Bryant 2015) e a delimitacao de populacdes por meio de analises
espaciais de variancia molecular (SAMOVA, Dupanloup et al. 2002) ou utilizando
programas como o Geneland (Guillot et al. 2005) e o STRUCTURE (Pritchard et al.
2000, Falush et al. 2003).

Sequenciamento de Nova Gerag¢do (NGS)

Para a obtencao de sequencias gendmicas, a preparacao da biblioteca do
tipo mate-paired, paired-end ou shotgun de DNA gendmico total sera construida
a partir de 1ug de DNA. Em seguida, a amostra sera submetida a uma reacao de
fragmentacao aleatdria na qual o DNA sera simultaneamente fragmentado e
ligado a adaptadores especificos utilizando o kit Nextera® mate-paired DNA

Sample Preparation (lllumina). Em seguida, o DNA gendmico sera purificado e
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submetido a uma reacao de amplificacao utilizando iniciadores complementares
aos adaptadores. Os produtos serdao quantificados através do gPCR utilizando o
Kit Sybr FastgPCR kit (Kapa). As bibliotecas serao diluidas em uma solucao de
Tris-HCIl e Tween 0,1%, depositadas em uma flowchip e submetidas a uma etapa
de clusterizacao utilizando o kit TruSeq PE Cluster v3 — cBot - HS seguida do
seguenciamento utilizando o kit TruSeq SBS kit v3 - HS de 200 ciclos (lllumina).
Para cada espécie alvo serao geradas bibliotecas do tipo shotgun que permitirao,

a0 Menos, o sequenciamento do genoma mitocondrial.
2.5. Resultados esperados
Os principais resultados esperados com a execucao do projeto sao:

- Compreensao apurada da constituicao bidtica cavernicola da Formacao

Jandaira;

- Compreensao da diversidade dos taxons estudados e de sua historia

evolutiva;

- Determinacao de padrdes de distribuicao de populacdes e espécies de
invertebrados troglobios aquaticos e terrestres nas areas de estudo, além de

espécies atualmente consideradas troglofilas na Formacao Jandaira (RN);

- Proposicao de modelos de evolucao bioldgica para os taxons alvo, a partir

de dados de distribuicao, fluxo génico e tempo de divergéncia entre as linhagens;

- Proposicao de modelos de conectividade em ambientes subterraneos
aquaticos e terrestres na Formacao Jandaira, e terrestre na Formacgao Carajas,

baseados na dispersao da fauna cavernicola;

- Proposicao de acdes voltadas a conservacao e gestao do patrimdnio

espeleologico das areas alvo.
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3. PRINCIPAIS RESULTADOS OBTIDOS
O projeto foi subdividido em diversos subprojetos, de acordo com as areas
e espécies alvo. Sao eles:
Espécies troglobias da Formagdo Jandaira (RN):
- Filogeografia de artropodes troglobios do oeste da Formacgao
Jandaira, Nordeste do Brasil: Evolugcao e conectividade bioldgica em
ambientes subterraneos como base para agcdes de conservagao;
- Taxonomia de tricladidos aquaticos (Platyhelminthes) em ambientes
espeleoldgicos da regiao Neotropical,
- Taxonomia iterativa de crustaceos troglobios do género Potiberaba
FiSer, Zagmajster & Ferreira 2013 (Crustacea: Amphipoda) na Caatinga;
Espécies troglofilas da Formacgé&o Jandaira (RN):
- Revisao de Trogolaphysa Mills, 1938 (Collembola, Entomobryomorpha,
Paronellidae), com a descricao de novas espécies, Dominio da Caatinga,
Brasil;
- Filogeografia do grilo Endecous potiguar Castro-Souza, Zefa & Ferreira,
2017 (Orthoptera, Phalangopsidae): Investigacao de linhagens cripticas
em cavernas na Formacao Jandaira;
- Filogeografia de Rowlandius potiguar Santos, Ferreira & Buzzato, 2013
(Arachnida: Schizomida: Hubbardiidae) nas cavernas da Caatinga;
- Living in the subterranean time: Exploring biological rhythms in cave
invertebrates;
Formacdo Carajas (PA):
- O meio subterraneo superficial e a conectividade biolégica no sistema
ferrifero de Carajas;
A seguir, sao apresentados, de forma resumida, os principais resultados
obtidos em cada um dos referidos subprojetos. Maiores detalhes podem ser
consultados nas publicacdes resultantes, que podem ser visualizadas nos links

apresentados e também constam na integra como anexos deste relatorio.

Ao final, serao discutidos também outros resultados obtidos e que nao

estao diretamente relacionados aos subprojetos acima.
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3.1. Filogeografia de artréopodes troglébios do oeste da Formacao
Jandaira, Nordeste do Brasil: Evolucao e conectividade biolégica

em ambientes subterrdneos como base para acdes de

conservacao.

Este subprojeto resultou na Tese de Doutorado de Diego de Medeiros
Bento, analista ambiental do ICMBio/Cecav. Ela foi defendida e aprovada em
junho de 2021, junto ao Programa de Pos-Graduagao em Sistematica e Evolucao,
linha de pesquisa Padroes e Processos Evolutivos, da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte. A tese esta disponivel em:

https://repositorio.ufrn.br/handle/123456789/44928 .

A Tese foi dividida em quatro capitulos. O primeiro e segundo foram unidos
e resultaram em um artigo recém publicado no peridédico internacional
Biodiversity and Conservation. O terceiro capitulo foi apresentado como resumo
expandido no 35° Congresso Brasileiro de Espeleologia, e esta sendo preparado
para submissao como artigo a um periédico internacional. O quarto capitulo
resultou na publicacao da cartilha “Vida nas CaveRNas”, apresentada também
como resumo expandido no 36° Congresso Brasileiro de Espeleologia e
distribuida nas redes publicas de ensino dos municipios de Felipe Guerra/RN e

Barauna/RN.
A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados do subprojeto.
3.1.1. Resumo geral

Cavernas sempre despertaram a curiosidade dos cientistas em funcao dos
troglobios, organismos exclusivamente subterraneos que frequentemente
apresentam distribuicao restrita e elevados niveis de endemismo. Eventos
paleoclimaticos tém sido apontados como o0s principais responsaveis pela
origem de espécies troglobias, e o oeste da Formacao Jandaira, Nordeste do
Brasil, alia a ocorréncia de extensas areas carsticas, enorme concentracao de
cavernas e aquiferos subterraneos em uma regiao atualmente semiarida. Essa
regidao é reconhecida pela riqueza e concentracao de espécies trogldbias,

algumas das quais (isopodes, anfipodes e hemipteros) possuem distribuicao
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relativamente ampla em areas geoldgica e hidrologicamente distintas. Por meio
de analises filogenéticas e filogeograficas, objetivamos avaliar os padrdes de
variacao genética desses taxons, investigar possivel diversidade criptica e
delimitar Unidades Taxondémicas Operacionais (UTO 's), bem como indicar os
fatores que possivelmente influenciaram sua diversificacao. Além disso,
objetivamos avaliar o estado de conservacao das linhagens e identificar areas
prioritarias para sua conservagao. Com excecao de Cirolanidae sp.1 (Isopoda), os
demais grupos apresentaram extensa diversidade de linhagens cripticas e, além
da identificacdao de trés UTO s para Cirolanidae sp.2 e cinco para Potiberaba
(Amphipoda), Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera) provavelmente é um
complexo com sete espécies cripticas, com linhagens restritas as microbacias
(taxons aquaticos) e lajedos (Kinnapotiguara). Somente uma pequena parcela
das linhagens encontra-se em areas protegidas, enquanto a maioria ocorre em
areas expostas a ameacgas antropicas e podem ser consideradas ameacadas de
extincao: Cirolanidae sp.1 foi categorizada como Vulneravel, enquanto Cirolanidae
sp.2 possui uma linhagem Menos Preocupante (LC) e duas Criticamente
Ameacadas (CR). Para Potiberaba, ha duas linhagens LC, uma Em Perigo (EN, P.
porakuara) e duas CR, e, para Kinnapotiguara, ha quatro linhagens EN e trés CR
(incluindo K. troglobia). Foram identificadas duas areas prioritarias para
conservacao dessas linhagens, com destaque para a regiao da microbacia do
riacho do Abreu e lajedo do Rosario, em Felipe Guerra/RN, que abriga metade
(oito, sendo seis endémicas) das linhagens identificadas. O lajedo do Rosario, que
pode ser considerado um sistema de cavernas e abriga 24 espécies troglobias, é
um hotspot de biodiversidade subterranea. Por fim, apresentamos a cartilha
“Vida nas CaveRNas", elaborada como uma estratégia educacional com o
objetivo de despertar o interesse sobre as cavernas, seus habitantes e sua

conservacao.
3.1.2. Introducao geral

O meio subterraneo compreende os espacos interconectados do subsolo,
formmados em rocha macica e preenchidos por dagua ou ar (Juberthie 2000). As

porcodes do ambiente subterraneo acessiveis ao ser humano sao chamadas de
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cavernas, e tém como caracteristicas gerais a auséncia permanente de luz,
tendéncia a temperatura constante e alta umidade nas regides mais distantes

das entradas (Culver 1982).

A auséncia de luz impossibilita o desenvolvimento de organismos
fotossintetizantes e producao primaria, de forma que as teias trdficas
subterraneas sao essencialmente dependentes de recursos aléctones (Ferreira et
al., 2007). Embora possam abrigar uma fauna diversificada, as cavernas limitam
o estabelecimento de inumeras espécies e permitem a colonizacao apenas por
organismos com pré-adaptacdes a tais caracteristicas (Culver 1982, Gilbert &

Deharveng 2002, Simon et al. 2007).

Os organismos cavernicolas podem usar o ambiente subterraneo como
abrigos diurnos ou noturnos (trogloxenos) efou completar seu ciclo de vida
dentro ou fora de cavernas (troglofilos). Entretanto, algumas espécies sao
restritas ao ambiente hipdgeo (troglébios), geralmente apresentando
especializacdes (e.g. morfoldgicas, fisiologicas, comportamentais) que se fixaram
em funcao de pressodes seletivas existentes nesses ambientes ou da auséncia de
pressoes tipicas de ambientes superficiais (Sket 2008, Culver & Pipan 2009). No
entanto, tais adaptacdes podem levar também a uma perda na capacidade
dispersiva, favorecendo o isolamento de linhagens e a especiacao e, assim, os
trogldbios frequentemente apresentam distribuicao restrita e elevados niveis de
endemismos, independente da escala de avaliagao (Gilbert & Deharveng 2002,

Mammola et al. 2015).

O Brasil possui mais de 21.000 cavernas cadastradas e o Rio Grande do
Norte (RN) é atualmente o 4° Estado em quantidade de cavidades (1.284), cuja
maioria estd nos calcarios do Grupo Apodi/Formacao Jandaira (CANIE/CECAV
2020). Com toda essa diversidade de ambientes subterraneos, € de se esperar que
a fauna, principalmente de invertebrados, também seja diversa. De fato, estudos
tém apontado o oeste da Formacao Jandaira como uma das regides mais
relevantes do ponto de vista bioespeleoldgico, com riqueza e diversidade
comparaveis a outras regides brasileiras, destacando-se pela quantidade de

espécies trogldbias e estigdbias (como também sao conhecidos os trogldbios
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aquaticos) (Bento et al. 2021). Inclui-se ai os Unicos relictos oceanicos atualmente
conhecidos no pais, que sao organismos que evoluiram a partir de ancestrais
marinhos "aprisionados" em espacos subterraneos apds eventos pretéritos de
transgressao e posterior regressao oceanica (Ferreira et al. 2010, Fisér et al. 2013,

Hoch & Ferreira 2013, Bento et al. 2016, Souza et al. 2018, Bento et al. 2021).
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Figura 1. Distribuicao das cavernas atualmente conhecidas nos estados do Rio Grande
do Norte e Ceara, com destaques para a formacao Jandaira e a area de estudo (oeste da
formacgao Jandaira).

Ha o registro de 75 morfoespécies troglomaorficas na formacao Jandaira
(Ferreira et al. 2010, Bento et al. 2016, Bento et al. 2021). Enquanto a maioria tem
distribuicao restrita, como observado para outras regidées do mundo (Holsinger
2000), quatro taxons tém ocorréncia relativamente ampla (Ferreira et al. 2010,
Bento et al. 2016, Hoch & Ferreira 2013, Fisér et al. 2013, Bento et al. 2021): i) duas
espécies de isdpodes cirolanideos, ainda nao descritas, com ocorréncia em
diversas cavernas em uma area de mais de 1.400 km? (Ferreira et al. 2010, Bento
et al. 2016, Bento et al. 2021), incluindo quatro municipios dos estados do Rio
Grande do Norte e Ceard; ii) o Anfipode Potiberaba Fiser, Zagmajster & Ferreira,
2013 (Amphipoda: Mesogammaridae), com ocorréncia em diversas cavernas na

mesma regiao dos cirolanideos (Ferreira et al. 2010, Fisér et al. 2013, Bento et al.
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2016, Bento et al. 2021); e iii) a cigarrinha trogldébia K. troglobia Hoch & Ferreira,
2013 (Hemiptera: Kinnaridae), com ocorréncia em varias cavernas em uma area
de cerca de 50 km?2 nos municipios de Felipe Guerra/RN e Governador Dix-Sept

Rosado/RN (Hoch & Ferreira 2013, Bento et al. 2016, Bento et al. 2021) (Figura 2).

Figura 2. Taxons troglobios com ampla distribuicdao em cavernas na regiao Oeste da
formacao Jandaira: duas espécies de isOpodes cirolanideos ainda nao descritas (A e B), 0
anfipode Potiberaba sp. (C) e a cigarrinha Kinnapotiguara (D). As barras brancas no
canto inferior direito em cada imagem correspondem a1 mm.

A diversidade desses artropodes troglobios e sua distribuicao
relativamente ampla, em uma regiao atualmente semiarida marcada por
mudancgas paleoclimaticas (incluindo transgressdes e regressdes oceanicas)
(Fisér et al. 2013, Rosseti et al. 2013, Souza et al. 2018), tornam-nos étimos modelos
para testar padrdes evolutivos e de diversificacdao em ambientes subterraneos
aquaticos e terrestres na Caatinga. Nesse contexto, os avan¢os na geracao e
analise de dados moleculares tém contribuido para a compreensao dos padroes

geograficos da biodiversidade (Niemiller et al. 2013).
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Multiplas espécies ou linhagens morfologicamente semelhantes e
geneticamente distintas (muitas vezes classificadas como uma unica espécie
com ampla distribuicao) foram descobertas nos ultimos anos, e a diversidade
criptica em organismos subterraneos parece ser especialmente comum

(Verovnik et al. 2003, Finston et al. 2007, Trontelj et al. 2009, Niemiller et al. 2013).

Os crustaceos cirolanideos e anfipodes sao considerados relictos oceanicos
(Ferreira et al. 2010, Fiser et al. 2013) e ocorrem em areas geoldgica e
hidrologicamente distintas (Cruz et al. 2010, Bento et al. 2021). Os estigdbios
geralmente apresentam maior capacidade de dispersao e distribuicao ampla se
comparados aos troglobios terrestres, principalmente em funcao da
possibilidade de conexao por meio de aquiferos subterraneos (Culver et al. 2009).
No entanto, varios estudos moleculares tém revelado que espécies estigdbias
podem ser compostas por varias populacdes distribuidas de acordo com os
limites hidrograficos em terrenos carsticos (Finston et al. 2007, Trontelj et al. 2009,
Niemiller et al. 2013), e até mesmo consistir em complexos de espécies (Trontel]

et al. 2009, Fiser et al. 2018).

No caso de K. troglobia, foram identificadas pequenas variagdes na
morfologia genital masculina entre individuos de diferentes cavernas que podem
ser indicios de especiacao, e a ocorréncia em cavernas de ambas as margens do
rio Apodi-Mossord pode representar uma barreira biogeografica a ser testada
(Hoch & Ferreira 2013). Da mesma forma, diferentes tributarios desse rio também
podem desempenhar papel de barreira a dispersao. Embora possivelmente
exista conectividade no ambiente terrestre entre cavernas na regiao, que seria
mantida por um sistema de micro e mesocavidades que possibilitaria o fluxo
génico entre as populacdes (Hoch & Ferreira 2013), é provavel que isso ocorra

apenas em escala local (Mammola et al. 2016, Pipan & Culver 2017).

A provavel existéncia de linhagens cripticas tem implicacdes ainda para a
conservacao, pois elas tém distribuicao geografica mais restrita, sendo mais
provavel que todas as suas populacdes estejam simultaneamente ameacadas

(Bickford et al. 2007, Niemiller et al. 2013). Além disso, diferentes linhagens
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cripticas podem ter niveis de ameacas variaveis, exigindo diferentes estratégias

de conservacao (Niemiller et al. 2013).

Assim, este estudo tem por objetivo analisar, por meio de uma abordagem
filogeografica, como as linhagens dos taxons-alvo estao distribuidas nas cavernas
e nascentes carsticas no oeste da Formacao Jandaira. Consiste, ainda, na primeira
analise filogeografica molecular comparada com invertebrados troglébios da
Caatinga, e busca investigar os padrdes de diversificacao e os fatores que a
influenciaram, contribuindo para a compreensao da histdria evolutiva nao sé dos
taxons estudados, como também da propria area de estudo, além de contribuir

para o manejo e conservacao dessa fauna trogldbia endémica.
3.1.3. Objetivos
Objetivo geral

Analisar, por meio de uma abordagem filogeografica, como as linhagens
dos taxons-alvo estao distribuidas nas cavernas e nascentes carsticas no oeste da
Formacao Jandaira, esclarecendo os padrdes e processos evolutivos envolvidos e
gerando informacdes para a conservagao das espécies e gestao do patrimoénio

espeleoldgico da regiao.
Objetivos especificos

- Delimitar e selecionar linhagens/populacdes dos tdxons-alvo por meio de

uma analise exploratdria com utilizacao de coédigos de barra de DNA (coxl);

- Determinar parametros populacionais, tempo de divergéncia e fluxo
génico entre linhagens de diferentes cavernas por meio de analises filogenéticas

e filogeograficas;

- Avaliar a conectividade biologica subterranea nos ambientes terrestre e

aqguatico no oeste da Formacao Jandaira;

- Gerar informacdes moleculares para complementar a descricao
morfoldgica de espécies novas, bem como subsidiar alguma revisao taxonémica

necessaria;

RELATORIO FINAL




I| CECAV

|} CENTRO NACIONAL DE PESQUISA
E CONSERVACAOQ DE CAVERNAS

ICMBio-MMA

- Delimitar as espécies e populacdes dos taxons troglobios de interesse e,
junto com informacdes sobre padrdes de conectividade biolodgica e grau de
endemismo, gerar conhecimento aplicavel a conservacao e gestao do patrimdnio
espeleoldogico da regiao, por meio de subsidios a avaliacao do status de
conservacao (segundo critérios da IUCN) e da definicdao de areas prioritarias para

acdes de conservacao.

- Produzir um material didatico, na forma de cartilha, visando despertar o

interesse sobre as cavernas, seus habitantes e sua conservacgao.
3.1.4. Hipoteses e predicdes
Hipotese geral

Ha padrdes genéticos distintos entre os taxons-alvo em funcao do nivel de
conectividade do ambiente subterraneo (disponibilidade de habitat) e do

potencial de dispersao de cada grupo (Figura 3).
Predicbes

- As divergéncias mais profundas correspondem a eventos estimados do
final do Mioceno: a ultima regressao oceanica de grandes proporcdes para os
grupos aquaticos (relictos oceanicos), e o surgimento do rio Apodi-Mossord para

K. troglobia,

- Ha diversas linhagens cripticas, endémicas e evolutivamente distintas,
distribuidas de acordo com os padrdes de drenagem para os taxons aquaticos
(com distribuicdao mais ampla em funcao da possibilidade de dispersao via
aquiferos subterraneos, se comparada ao ambiente terrestre) e de acordo com os

afloramentos calcarios para K. troglobia.

- Tais linhagens estao diferencialmente expostas a ameacas antropicas,
com diferentes riscos de extincao em relacao aos taxons nominais dos quais

fazem parte.
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CONECTIVIDADE SUBTERRANEA
Fluxo génico

Complexo de Estruturacao Populagées
espécies populacional conectadas

D S

Figura 3. Padrdes genéticos distintos esperados em fungao da existéncia ou nao de
conectividade biologica subterranea. (A) Sao possiveis desde complexos de espécies
(auséncia de fluxo génico por longo periodo) a populacdes conectadas de uma mesma
espécie (fluxo génico existente), passando por populagdes estruturadas em uma
situacao intermediaria; (B) representacao de possivel cenario paleoambiental da area de
estudo, com provavel conectividade biolégica existente nos ambientes subterraneos
aquatico e terrestre; (C) representagao do cenario atual na area de estudo, com provavel
interrupcao do fluxo génico levando a populagdes estruturadas ou complexo de espécies
dependendo do tempo de isolamento.
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3.1.5. Artigo: Before it's too late: priority areas for conservation of cryptic and

threatened species of troglobitic arthropods in the Brazilian semiarid

O artigo resultou da juncao do primeiro e segundo capitulos da Tese, sendo
recentemente aceito e publicado na prestigiada revista Biodiversity and
Conservation (Figura 4). O artigo original, incluindo o material suplementar, pode

ser acessado em https://doi.org/10.1007/s10531-024-02833-w , e consta também

NOS anexos a este relatodrio.

Biodiversity and Conservation
https://doi.org/10.1007/s10531-024-02833-w
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Figura 4. Artigo resultante da juncao do primeiro e segundo capitulos da Tese, publicado
recentemente no periddico internacional Biodiversity and Conservation.
A seguir, apresentamos o resumo traduzido e os principais destaques do

artigo.
Resumo traduzido

Um dos passos mais importantes na identificacao de areas prioritarias para
conservacao € a avaliagao da riqueza de espécies e seus riscos de extingao.
Embora a maioria das espécies permaneca nao descrita, a identificacao de
linhagens cripticas é frequente em estudos filogenéticos e filogeograficos. Isso é
particularmente comum em troglébios, organismos exclusivamente
subterraneos. A Formacao Jandaira, no semiarido brasileiro, combina a

ocorréncia de extensas areas carsticas com centenas de cavernas e aquiferos
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subterraneos em uma regiao com intensas mudancas paleoclimaticas. Esta
regiao € reconhecida pela riqueza de espécies trogldbias, algumas das quais sao
amplamente distribuidas em areas heterogéneas. Isso sugere linhagens cripticas
que podem ser diferencialmente expostas a ameacas antropogénicas, com riscos
de extincao distintos em relagcdo aos taxons nominais aos quais supostamente
pertencem. Para testar isso, uma grande amostragem foi conduzida e, por meio
de analises de delimitacao de linhagens, a estrutura genética de quatro taxons
troglobios, trés aquaticos e um terrestre, foi avaliada. Além disso, o risco de
extincao dessas linhagens foi avaliado e areas prioritarias para conservacao foram
identificadas. Os resultados indicaram que, enquanto Cirolanidae sp. 1 (Isopoda)
€ uma unica espécie amplamente distribuida, Cirolanidae sp. 2, Potiberaba
porakuara (Amphipoda) e Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera) apresentam
uma extensa diversidade de linhagens cripticas e endémicas, a maioria das quais
sao provavelmente novas espécies ameacadas. Além disso, duas areas prioritarias
para a conservacao dessas linhagens foram identificadas. Assim, a filogeografia
comparada pode representar um primeiro passo na conservacao de taxons
subterraneos, indicando areas que devem ser priorizadas em um contexto de

ameacas crescentes e recursos de conservagao cada vez mais escassos.
Objetivos

Usando analises filogenéticas e filogeograficas, integradas com
ferramentas de planejamento sistematico de conservacao (SCP), os objetivos
foram: (i) avaliar os padrdes de variacao genética dos taxons alvo, investigando
sua potencial diversidade criptica e delimitando Unidades Taxondmicas
Operacionais (OTUs); (ii) verificar ameacas e riscos de extingcao desses taxons; (iii)
aplicar o método de categorias e critérios da Uniao Internacional para a
Conservacao da Natureza (IUCN 2022) para cada OTU; e (iv) identificar areas
prioritarias para a conservacao dessas linhagens cripticas, a fim de indicar

estratégias de conservagao, mesmo antes de sua descricao formal.
Destaques e resultados

- Este € o primeiro estudo de filogeografia molecular comparada focado

em invertebrados troglébios do bioma Caatinga. A ampla amostragem, que
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inclui toda a distribuicao geografica conhecida dos taxons alvo, permitiu a
investigacao de padrdes de diversificacao e os fatores que a influenciaram. Assim,
este estudo contribui ndo s6 para o entendimento da evolucao, mas tambéem

para a conservacao desta fauna trogldbia endémica do semiarido brasileiro.

- O estudo envolveu 31 cavernas e nascentes carsticas na Formacao
Jandaira, localizadas em regides geoldgica e hidrologicamente distintas em
diversos municipios nos Estados do Rio Grande do Norte e Ceara, Bioma

Caatinga, Nordeste do Brasil (Tabela 1, Figura 5).

- Anadlises baseadas em sequéncias parciais do gene coxl com 593 pares de
bases (pb) de 67 individuos de Cirolanidae sp.1 coletados em nove cavernas, 18
individuos de Cirolanidae sp.2 de trés cavernas; sequéncias de 588 pb de 64
individuos de Potiberaba porakuara coletados em nove cavernas e duas
nascentes carsticas; sequéncias de 659 pb de 126 individuos de Kinnapotiguara

troglobia coletados em 20 cavernas (Tabela 1, Figura 5).

- Anadlises filogenéticas (maxima verossimilhanca e bayesianas),
complementadas por diversos métodos de delimitacao de linhagens (ABGD,
sGMYC, mMGMYC, bPTP e BAPS), redes de hapldtipos e calculos de distancias
genéticas basearam a delimitacao das linhagens e espécies cripticas nos taxons

alvo.

- Tais anaises apontam que Cirolanidae sp.l € uma uUnica espécie com
distribuicao relativamente ampla, possivel provavelmente devido a
conectividade hidroldgica subterranea e a uma maior capacidade de dispersao
(Figura ©). Apesar disso, a espécie ocorre em areas em sua maior parte
impactadas por atividades antropicas e poderia ser classificada como ameacada

de extincao, na categoria Vulneravel (Figura 6).

- Situacdao diferente foi encontrada para Cirolanidae sp.2, com a
identificacao de trés possiveis espécies cripticas, cada uma restrita a uma unica
caverna e com riscos de extingao distintos em relacao ao taxon original (Figura
o).
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Tabela 1. Dados das cavernas e nascentes com espécies trogldbias na Formacao Jandaira, Nordeste do Brasil. A primeira coluna (ID) indica os
numeros pelos quais as localidades sao identificadas na Figura 4. * - Parque Nacional Furna Feia; e - registrado pela primeira vez neste estudo.
Ameacas: D — desmatamento, A — agricultura, IM - mineracao irregular, OE - exploracao de petroleo, L — pecuaria, DV - visitagcao desordenada,
GL - rebaixamento do nivel do lencol freatico, ANM - poligonos de direitos de mineracao em estagio avangado, RRM - direito de solicitar
mineracao, MR - requerimento de minerag¢ao, MC - concessao de mineragao.

Coordinates (SIRGAS 2000) Hydrography Limestone Occurrence and number of sequenced individuals Threats
ID Locality Code  Municipality/state . . Basin Microbasin Cirolanidae Cirolanidae  Potiberaba Kinnapotiguara Habitat .
Latitude (S)  Longitude (W) outcrop X Current Potential
sp.1 sp. 2 porakuara. troglobia
01  FumaNovacave*  FNV Baratna/RN 05002 0321" 3734 16,04"  Coastal Mata stream Furna Nova 7 Subterranean stream - -
microbasins (phreatic)
02 Lago cave* LGO Barauna/RN 05°02' 11,40"  37°34'15,24" C oastalA Mata stream Furna Nova 5 Subterrancan strez}m - -
microbasins and lakes (phreatic)
03 Furna Feia cave* FFA Baratina/RN 05°02'12,76"  37°33'36,64" AcoaStalA Mata stream Furna Feia 11° Subterranear} stream - -
microbasins (phreatic)
04  Pedra Lisa cave* PDL Baraina/RN  05°02'43,84" 37°3]' 18,85" Coastal Virginio stream Pedra Lisa 10° 5 5 Subterranean stream . -
microbasins (phreatic)
g5 Olhod'AguadoCedro Quixeré/CE  05°12'39,69"  37°43'35,87" Apodi- Bom Sucesso Cedro 2 3 Subterranean lake D, A ANM (MC)
cave Mossoro river stream (phreatic)
06 Aposta cave APO Quixeré/CE  05°12'39,69"  37°43'35,87" Apodi- Bom Sucesso 4044 Grande 2 Subterrancan lake D, IM ANM (MR)
Mossord river stream (phreatic)
g7 Ood'AguadaOnga ho  pocoraRN 05028 34,18" 370 16'48,73"  ~podi- Carmoriver ~ Otho d'Agua da 5t Karstic spring D,L ANM (MR)
karstic spring Mossord river Onca
gg Olhod’AguadaFuma (e oo pocdo/RN 05028 50,55 379 32" 29,94" Apodi- Cote stream Gangorrinha 7 Resurgence (phreatic) D, IM, DV ANM (MC)
cave Mossord river
09 Boca de Peixe cave BPX  GDS Rosado/RN  05°29'04,56" 37°33'29,69" Mogzﬁg‘;iver Cote stream Bonito 8 Terrestrial, with roots D, IM ANM (MR)
Apodi- Subterranean stream and
10 Pogo Feio cave PFE GDS Rosado/RN  05°29'15,51"  37°33'33,40" . Cote stream Bonito 4 8 resurgence (phreatic); D, IM, DV ANM (MR)
Mossoro river terrestrial, with roots
11 Marimbondo CAG  GDS Rosado/RN  05°29'43,56"  37° 32' 43 46" Apodi- Cote stream Angicos 12 1 Subterrancan lake D, IM ANM (MC)
Caboclo/Agua cave Mossoro river (phreatic)
12 SNO cave SN9 GDS Rosado/RN  05°29'41,33"  37°32'41,71" Apo‘,j‘_. Cote stream Angicos 1° Terrestrial, with roots D, IM ANM (MC)
Mossoro river
13 Sombra de Ubaia cave SUB GDS Rosado/RN  05°29'41,64" 37°32'41,23" Mo?s]()) (r)((')j‘l:iver Cote stream Angicos 1° Terrestrial, with roots D, MI ANM (MC)
14 Bota cave BOT  Felipe Guerra/RN  05°31'30,85"  37°37' 05,29" Mo?s]()) (r)((')hl:iver Arapud stream Arapua 7 Terrestrial, with roots D, IM, OE ANM (MR)
15 Arapud cave ARA  Felipe Guerra/RN  05° 31'48,25"  37° 36' 58,48" MO?SI()) ?((’)hr-iver Arapud stream Arapua 9 Terrestrial, with roots D, IM, OE ANM (MR)
16 Seta cave SET  Felipe Guerra/RN ~ 05° 32'40,23"  37°38' 03,10" MO?SI()) ?((’)hr-iver Arapud stream Arapua 7 Terrestrial, with roots D, IM ANM (MC)
17 Rumana cave RUM  Felipe Guerra/RN ~ 05° 33'54,12"  37°39'07,23" Ap 0‘,11_4 Saco stream Rumana 10 Terrestrial, with roots D, A -
Mossoro river
18 Buraco Redondo cave BRD  Felipe Guerra/RN  05°34'42,98"  37°39'04,99" Ap 0(,1‘_. Saco stream Meio 9 Terrestrial, with roots D, IM -
Mossoro river
Apodi- Subterranean lake
19 Troglobios cave TRO  Felipe Guerra/RN ~ 05°33'24,27"  37°39'40,57" pocl- Arapua stream Rosario 11 5 12 (phreatic); terrestrial, - -
Mossoro river A
with roots
Apodi- Epikarstic Subterranean lake
20 Crotes cave CRO  Felipe Guerra/RN  05°33'37,92"  37°39'30,89" podi- drainage / Arapua Rosario 9 2 6 (epikarstic); terrestrial, D,A DV
Mossoro river -
stream with roots
21 Descoberta cave DBT  Felipe Guerra/RN  05°33'47,50"  37°39'55,77" Apo{,h-‘ Arapua stream Rosario 9 Terrestrial, with roots D, A -
Mossoro river
gy Olhod'AguadoTetéu o popine Guerra/RN 050 34'02,63" 379 40' 13,88" Apodi- Abreu stream Tetéu 4 Karstic spring D, A -
karstic spring Mossoro river
23 Dois cave CDS  Felipe Guerra/RN  05° 34' 06,51"  37°40' 50,42" Apodi- Abreu stream Alfredo 7° Terrestrial, with roots D -

Mossoro river
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24 Duas Urtigas cave URT  Felipe Guerra/RN  05°33'35,48"  37°41'00,01" Mo?sr()) S((')hr_iver Abreu stream Lapa 2° Terrestrial, with roots D, IM ANM (RRM)
25 Raposa cave RAP  Felipe Guerra/RN  05°33'36,15"  37°41'03,77" Mo?sl())‘r)glr-iver Abreu stream Lapa 2° Terrestrial, with roots D, IM ANM (RRM)
26 Lapa I cave LAI  Felipe Guerra/RN ~ 05° 33'35,50" 37°41'18,31" Apov:‘h-A Abreu stream Lapa 8° Terrestrial, with roots D, IM ANM (RRM)
Mossoro river
27  Lapa I/Engano cave LIE Felipe Guerra/RN ~ 05°33'41,89"  37°41'42,25" Mo?s]())‘r)glljiver Abreu stream Lapa 6 Terrestrial, with roots D, IM ANM (RRM)
28 Mosteiro cave MOS  Felipe Guerra/RN  05°33'45,61"  37° 41'44,19" Apo‘,hi Abreu stream Lapa 6° Terrestrial, with roots D, IM ANM (RRM)
Mossor6 river
Apodi- Subterranean stream
29 Boa cave CBO  Felipe Guerra/RN  05°33'59,50"  37°41'52,43" podi- Abreu stream Lapa 9 3° 2¢ and lake (phreatic); D, IM ANM (RRM)
Mossor6 river . .
terrestrial, with roots
30 Trés Lagos cave TLG  Felipe Guerra/RN ~ 05° 35'34,40"  37°41' 12,70" Apodi- Abreu stream Brejo 9 4 14 Subterranean lake and o, ) ANM (RRM)
Mossor6 river resurgence (phreatic)
31 Dos Que Ja Foram QJF  Felipe Guerra/RN  05° 32' 47,68"  37° 39' 59,78" Apofil" Arapua stream Toco 6° Terrestrial, with roots D, IM -
cave Mossor6 river
Total 67 18 64 126
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(A), com detalhe das areas com localidades no Parque Nacional Furna Feia (B) e nos municipios de
Felipe Guerra e Governador Dix-Sept Rosado (C) com ocorréncia de taxons alvo, Cirolanidae sp. 1 (D), Cirolanidae sp. 2 (E), Potiberaba
porakuara (F) e Kinnapotiguara troglobia (G). Ha também alguns ambientes subterraneos terrestres (H, € possivel ver uma ninfa de K
troglobia em uma raiz na caverna do Arapud) e aquaticos (I, lago freatico na Caverna Trés Lagos; J, nascente carstica Olho d’Agua do Tetéu; K,
lago epikarstico na Caverna Crotes), bem como alguns impactos antrépicos (L, forno de cal perto da caverna Olho d’Agua da Furna - é possivel
observar uma grande quantidade de lenha, resultado do desmatamento, usada como combustivel na queima de calcario; M, visitagao

e

Figura 5. Visao geral da area de estudo

desordenada na caverna Poc¢o Feio). Numeros de localidades de acordo com a coluna ID da Tabela 1.
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Figura 6. Arvores filogenéticas com estimativas de tempo de divergéncia resultantes da
Inferéncia Bayesiana, além dos resultados dos métodos de delimitacao de linhagens e
localizagao das cavernas e nascentes carsticas (com indicacao de ameacgas antropicas)
com ocorréncia de Cirolanidae sp. 1 (A) e Cirolanidae sp. 2 (B). As redes de hapldtipos (Al
e Bl) e a categorizacao do risco de extingcao dos taxons e OTUs (A2 e B2) também sao
apresentadas. Em cada né nas arvores sao mostradas as probabilidades posteriores
(acima a esquerda), os valores de bootstrap (resultantes das reconstrucdes filogenéticas
de maxima verossimilhanca, acima a direita), e a idade média estimada (abaixo). As
barras roxas representam os intervalos de 95% HPD para as idades estimadas. Para fins
de apresentacao grafica, os grupos externos foram removidos da filogenia.

- Para P. porakuara, foram delimitadas cinco possiveis espécies cripticas
(Figura 7), a maioria restrita a uma uUnica caverna ou nascente carstica e com
riscos de extincao distintos em relacao ao taxon original (Figura 7). A distribuicao
dessas linhagens é coerente com a distribuicdo das cavernas nas diferentes
microbacias hidrograficas da regiao, indicando um possivel papel das drenagens

Nna dispersao.

Importante frisar que a separacao das linhagens mais antigas de P.
porakuara e Cirolanidae sp.2 ocorreram no final do Mioceno (Figuras 6 e 7), o que
€ concordante com as estimativas para o Ultimo evento regional de regressao

oceanica e reforca o status de relictos oceanicos dos grupos.
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Figura 7. Arvores filogenéticas com estimativas de tempo de divergéncia resultantes da
Inferéncia Bayesiana, além dos resultados dos métodos de delimitacao de linhagens e
localizacdo das cavernas e nascentes carsticas (com indicagcao de ameagas antropicas)
com ocorréncia de Potiberaba porakuara (A). A rede de hapldtipos (B) e a categorizagao
atual e proposta do risco de extingao do taxon e OTUs (C) também sdo apresentadas. Em
cada no nas arvores sao mostradas as probabilidades posteriores (acima a esquerda), os
valores de bootstrap (resultantes das reconstrucdes filogenéticas de maxima
verossimilhancga, acima a direita), e a idade média estimada (abaixo). As barras roxas
representam os intervalos de 95% HPD para as idades estimadas. Para fins de
apresentacao grafica, os grupos externos foram removidos da filogenia.

- Para K troglobia, foram delimitadas oito possiveis espécies cripticas
(Figura 8), a maioria restrita a um unico afloramento calcario e com riscos de

extin¢cao distintos em relacao ao taxon original (Figura 8). A distribuicao dessas
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linhagens ¢é coerente com a distribuicdo das cavernas nos diferentes
afloramentos calcarios, indicando a possibilidade de dispersao de individuos

entre cavernas de um mesmo lajedo.
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Figura 8. Arvores filogenéticas com estimativas de tempo de divergéncia resultantes da
Inferéncia Bayesiana, além dos resultados dos métodos de delimitacao de linhagens e
localizagdao das cavernas (com indicacao de ameacas antropicas) com ocorréncia de
Kinnapotiguara troglobia (A). A rede de hapldtipos (B) e a categorizacao atual e proposta
do risco de extingcao do taxon e OTUs (C) também sao apresentadas. Em cada nd nas
arvores sdo mostradas as probabilidades posteriores (acima a esquerda), os valores de
bootstrap (resultantes das reconstrucdes filogenéticas de maxima verossimilhancga,
acima a direita), e a idade média estimada (abaixo). As barras roxas representam os
intervalos de 95% HPD para as idades estimadas. Para fins de apresentacao grafica, os
grupos externos foram removidos da filogenia.

- Tais resultados foram corroborados pelas analises de variancia molecular
(AMOVA), pois a distribuicao das cavernas e nascentes carsticas nas diferentes
microbacias foi a variavel que melhor explicou a variabilidade genética em
Cirolanidae e P. porakuara. Da mesma forma, a distribui¢ao das cavernas nos
diferentes afloramentos calcarios foi a variavel que melhor explicou a

variabilidade genética em K. troglobia.
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- A Formacao Jandaira vem passando por um processo de exumacao tardia
desde o Mioceno, resultando em intensos processos de carstificacao que deram
origem as cavernas. A origem e expansao desses habitats subterraneos
ocorreram durante a alternancia entre periodos secos e umidos (glaciais e
interglaciais), contribuindo para a expansao das condi¢cdes semiaridas e a
dispersao e diversificacao de organismos adaptados a Caatinga. Portanto, a
combinacao de habitats subterraneos abundantes e condicdes externas
desafiadoras provavelmente desempenhou um papel crucial na diversificacao

desses artropodes troglobios.

- As analises espaciais de variancia molecular (SAMOVA) indicaram os
melhores cenarios de delimitacao de populacdes e possibilitaram os calculos de
diversidade genética populacionais. Isso, junto com a avaliagcao das ameacgas
antropicas, possibilitaram as avaliagdes do risco de extingdo com base na
metodologia da IUCN (internacionalmente aceita e utilizada no Brasil para a

definicao das espécies oficialmente ameacadas de extincao).

- O software Zonation foi utilizado para, a partir de uma metodologia
desenvolvida no artigo, definir as areas prioritarias para a conservacao da

diversidade genética dos grupos alvo na area de estudo (Figura 9).

- Aregiao de Felipe Guerra (RN), particularmente o lajedo do Rosario, abriga
uma parte consideravel da variabilidade genética dos taxons estudados. Ela
abriga cinco OTUs, incluindo trés espécies endémicas e CR, juntamente com
duas populacdes de outras linhagens com menor risco de extingcao. Os esforcos
de conservacao também devem ser direcionados para areas proximas a
microbacia do Riacho Abreu, que abriga mais da metade dos OTUs identificadas
(10, oito endémicas) em uma peqguena regiao de 15 quilébmetros quadrados. A
segunda area prioritaria inclui localidades na microbacia do Riacho do Cote. Esta
regiao enfrenta ameacas significativas, como mineracao irregular,

desmatamento ligado a producao de cal e visitacao desordenada.
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Figura 9. Areas prioritarias para a conservacdo de espécies cripticas e ameacadas de
artrépodes troglébios no semiarido brasileiro. Os graficos de pizza tém um diametro
proporcional a quantidade de OTUs em diferentes microbacias e afloramentos calcarios,
indicando também a quantidade de linhagens em cada categoria de ameacga -
Criticamente em Perigo (CR, vermelho), Em Perigo (EN, laranja), Vulneravel (VU, amarelo)
e Menos Preocupante (LC, verde).

- Diante desses resultados, € necessaria uma discussao sobre as restricdes
para a avaliacao do risco de extingcao, muitas vezes focada apenas em espécies
formalmente descritas, apesar da metodologia da IUCN poder ser aplicada a
qgualquer unidade taxonémica no nivel da espécie ou abaixo. Subespécies,
subpopulacdes ou formas que ainda nao estao totalmente descritas podem ser
avaliadas se houver um claro beneficio para a conservacao. Estudos recentes
apontaram que espécies de vertebrados nao descritas tém maior risco de
extincao do que espécies conhecidas, e isso deve ser ainda mais preocupante
para os invertebrados. Nesse contexto, uma possivel avaliacdao do status de
conservacao de OTUs delimitados a partir de dados moleculares permitiria a
adocao de acdes de conservacao e minimizaria os impactos negativos do

impedimento taxondmico na conservacao desses taxons.
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Conclusées

Ambientes subterraneos sao frequentemente negligenciados nos esforcos
de conservacao, embora abriguem formas de vida extraordinarias com
adaptacdes Unicas. Esses habitats prestam servigcos ecossistémicos essenciais e

representam uma fronteira para a exploracao cientifica (Mammola et al. 2019).

Embora mesmo habitats subterraneos acessiveis, como as cavernas, sejam
desafiadores e requeiram técnicas especializadas para a pesquisa (Ficetola et al.
2019), existe uma rede subterranea ainda maior, em grande parte inacessivel, que
pode ser o habitat principal para muitas espécies (Howarth 1983). A extensao total
deste mundo subterraneo permanece em grande parte desconhecida. Diante
desses desafios e incertezas, medidas praticas para proteger ambientes
subterraneos precisam ser consideradas (Mammola et al. 2019). Assim, a
filogeografia comparada pode revelar padrdes de distribuicao e fatores que os
influenciam, destacando a conectividade subterranea e areas além das cavernas

que precisam ser priorizadas em acdes de conservacao.

Dados moleculares nem sempre estao disponiveis para todas as espécies
no planejamento da conservagao, e podem ser limitados pelo uso de marcadores
menos informativos, como o DNA mitocondrial (Nielsen et al. 2023), como neste
estudo. Embora esses dados sejam cruciais para o planejamento eficaz da
conservacao, esperar por mais dados pode levar a piores resultados para a
biodiversidade quando a agao imediata € necessaria (Grantham et al. 2009, Liu et
al. 2022). Isso é ainda mais valido ao considerar que a integracao geral de dados
moleculares no planejamento da conservagao permanece semelhante ao usar

técnicas de sequenciamento mais antigas ou mais recentes (Nielsen et al. 2023).

Essas abordagens podem representar um primeiro passo para
salvaguardar ambientes subterraneos, destacando areas e taxons que devem ser
priorizados. Isso é especialmente crucial em um contexto de recursos cada vez
Mais escassos para a conservacao, especialmente no Brasil, onde as cavernas

enfrentam ameacas sem precedentes (Ferreira et al. 2022).
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316. Um novo hotspot de biodiversidade subterranea no Nordeste

brasileiro

Trata-se do terceiro capitulo da Tese, que também foi apresentado como
resumo expandido no 35° Congresso Brasileiro de Espeleologia (Figura 10) e esta
sendo preparado para submissao como artigo a um periddico internacional. Os
originais podem ser acessados em
http://www.cavernas.org.br/anais35cbe/35cbe 560-575.pdf (resumo expandido) e
https:/repositorio.ufrn.br/handle/123456789/44928 (Tese), e constam também

NOS anexos a este relatodrio.

. _ sbe '
3 50 ANAIS do 35° Congresso Brasileiro de Espeleologia 4
19-22dejulhode2019 - ISSN 2178-2113 (online) | —
d CECAV

Bonito - MS

O artigo a seguir € parte integrando dos Anais do 35° Congresso Brasileiro de Espeleologia disponivel
gratuitamente em www.cavernas.org.br.

Sugerimos a seguinte citacdo para este artigo:

BENTO, D.M. et al. Um odsis no semiarido nordestino: o Lajedo do Rosério, em Felipe Guerra/RN, como um
novo hotspot de biodiversidade subterranea. In: ZAMPAULO, R. A. (org.) CONGRESSO BRASILEIRO DE
ESPELEOLOGIA, 35, 2019. Bonito. Anais.. Campinas: SBE, 2019. p.560-575. Disponivel em:
<http://www.cavernas.org.br/anais35cbe/35cbe 560-575.pdf>. Acesso em: data do acesso.

Esta € uma publicacdo da Sociedade Brasileira de Espeleologia.
Consulte outras obras disponiveis em www.cavernas.org.br

@ ANAIS do 35° Congresso Brasileiro de Espeleologia
35 Cangres Bonito/MS, 19-22 de junho de 2019 - Sociedade Brasileira de Espeleologia

UM OASIS NO SEMIARIDO NORDESTINO: O LAJEDO DO ROSARIO, EM
FELIPE GUERRA/RN, COMO UM NOVO HOTSPOT DE
BIODIVERSIDADE SUBTERRANEA

AN OASIS IN THE NORTHEAST OF BRAZIL: THE ROSARIO OUTCROP, IN FELIPE GUERRA/RN, AS 4
NEW UNDERGROUND BIODIVERSITY HOTSPOT

Diego de Medeiros BENTO (1, 2); Sérgio Maia Queiroz LIMA (2); Marconi SOUZA-SILVA (3);
Rodrigo Lopes FERREIRA (3)

(1) Centro Nacional de Pesquisa e Conservacido de Cavernas - CECAV/ICMBio.
(2) Programa de Pos-Graduacgdo em Sistematica e Evolugdo — UFRN.
(3) Centro de Estudos em Biologia Subterranea — CEBS/UFLA.

Figura 10. Resumo expandido apresentado no 35° Congresso Nacional de Espeleologia,
em 2019, e publicado nos anais do evento.

A seguir, apresentamos o resumo e 0s principais destaques do trabalho.
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Resumo

Cavernas sao geralmente caracterizadas como ambientes oligotroficos,
extremos e considerados incapazes de abrigar uma fauna diversificada. No
entanto, sabe-se atualmente que areas carsticas podem exibir uma consideravel
diversidade subterranea. Atualmente sao reconhecidos 38 hotspots de
biodiversidade subterranea, somente dois dos quais na América do Sul. O oeste
do Rio Grande do Norte se destaca pela riqueza de troglobios, com grande
concentragao em um unico afloramento calcario, o lajedo do Rosario, no
municipio de Felipe Guerra. A distribuicao de alguns troglobios em diferentes
cavernas no afloramento, particularmente da cigarrinha Kinnapotiguara
troglobia, pode indicar conectividade bioldgica e continuidade do habitat
subterraneo. Este estudo objetiva apresentar a diversidade da fauna troglébia do
lajedo do Rosario e, com base na distribuicao de K. troglobia e utilizando analises
filogeograficas, testar a hipotese de que esse afloramento € um habitat
subterraneo continuo formado por um sistema interconectado de cavernas e,
assim sendo, um hotspot de biodiversidade subterranea em funcao do numero
de espécies troglobias que o sistema possui. Foram registradas 24 espécies
trogldbias em nove cavernas no afloramento. Sequéncias parciais do gene
mitocondrial cox] foram obtidas de 120 individuos de K. troglobia de 19 cavernas,
sendo identificados 19 haploétipos divergentes e geralmente exclusivos de cada
caverna, com poucas excecdes que incluem um hapldtipo compartilhado entre
trés cavernas no lajedo do Rosario. Os valores de ®ST apontam fluxo génico
restrito ou inexistente entre populacdes de diferentes cavernas, com poucas
excecdes que incluem o lajedo do Rosario. Testes de variancia molecular e de
delimitacao de populagdes indicaram que a variacao genética € explicada pela
distribuicao das cavernas nos lajedos, e os resultados indicam fluxo génico de K.
troglobia entre cavernas no lajedo do Rosario, o que demonstra a existéncia de
um sistema interconectado de cavernas nessa formacao. A conectividade
bioldgica subterranea entre as cavernas que compdem o sistema do Rosario,
evidenciada pelo padrao filogeografico contrastante encontrado entre esse
lajedo e a maioria das demais localidades de K. troglobia, comprova que o lajedo

do Rosario pode ser considerado um hostpot de biodiversidade subterranea, ja
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gue as espécies troglobias ali encontradas ocorrem em um sistema de cavernas
interconectadas. Tais resultados, aliados a crescente pressao em funcao de
atividades antropicas, denotam a necessidade urgente de criacdao de uma

unidade de conservagao na area.

Objetivos

Apresentar a diversidade da fauna troglébia do lajedo do Rosario, em Felipe
Guerra/RN, bem como testar, utilizando analises filogeograficas com base na
distribuicao das popula¢des de K. troglobia, a hipdtese de que o lajedo do Rosario
é funcionalmente um habitat subterraneo continuo e deve ser considerado um
hotspot de biodiversidade subterranea. Espera-se que o lajedo do Rosario
consista em um agrupamento de cavernas conectadas por peguenas cavidades
e fissuras nao acessiveis ao ser humano, permitindo o fluxo génico local entre
diferentes cavernas do afloramento. Nessas condi¢oes, individuos de K. troglobia
coletados em diferentes cavernas no lajedo devem pertencer a uma mesma

populacao.

Destaques e resultados

- Culver & Sket (2000) introduziram o conceito de hotspots de
biodiversidade subterranea — cavernas ou sistemas de cavernas com 20 ou mais
espécies troglobias — e identificaram 20 localidades que atenderam ao critério.
Posteriormente, Culver & Pipan (2009) identificaram outros 16 hotspots, no
entanto nenhum havia sido identificado na regidao Neotropical até Souza-Silva &
Ferreira (2016) inserirem dois hotspots brasileiros, a Toca do Gongalo (Bahia) e o
Sistema Areias (Sao Paulo), na seleta lista. Dos 38 hotspots identificados a época,
apenas cinco estavam na regiao tropical (Pipan et al. 2020), mas recentemente
outros dois hotspots foram identificados no Brasil: o Sistema Aguas Claras, na
regiao da Serra do Ramalho (Ferreira et al. 2023), e o Sistema Igatu, na regiao da
Chapada Diamantina (Gallao et al. 2023), ambos no estado da Bahia. Diversos
outros podem existir no Brasil, tendo em vista que os habitats subterraneos
tropicais sao relativamente pouco estudados em relacao aos temperados, e 0s

esforcos de amostragem sao concentrados em poucas regides do pais (Trajano &
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Bichuette 2010, Souza-Silva et al. 2015, Souza-Silva & Ferreira, 2016, Souza et al.
2017).

- O Oeste Potiguar se destaca pela riqueza de espécies trogldbias, incluindo
0s Unicos relictos oceanicos No pais. I1sso € o resultado de uma combinacao unica
no Brasil com a presenca de um aquifero carstico em uma regidao atualmente
semiarida marcada por mudancas paleoclimaticas, incluindo transgressdes e
regressdes oceanicas (Wang et al. 2004, Fisér et al. 2013, Rosseti et al. 2013, Costa

et al. 2018, Souza et al. 2018, Bento et al. 2021).

- Parte consideravel dessa rigueza encontra-se em um unico afloramento
calcario, o lajedo do Rosario, no municipio de Felipe Guerra. Esse afloramento
possui a maior concentracdo de cavernas da regido (73) (CANIE/CECAV 2020), e
pelo menos cinco espécies trogldbias ocorrem em duas ou mais cavernas em
areas distintas no afloramento (Bento et al. 2021). Esse compartilhamento de
espécies sugere a existéncia de conectividade subterranea, fato que possibilitaria
considerar o lajedo do Rosario como um sistema de cavernas, um habitat

subterraneo continuo.

- Dentre as espécies trogldbias do lajedo do Rosario esta a cigarrinha
Kinnapotiguara troglobia Hoch & Ferreira, 2013 (Hemiptera: Fulgoromorpha:
Kinnaridae), com ocorréncia registrada até o momento em cinco cavernas
distribuidas por toda a extensao do afloramento (Ferreira et al. 2010, Hoch &
Ferreira 2013, Bento et al. 2021). O género Kinnapotiguara ocorre em outras 14
cavernas nos municipios vizinhos de Felipe Guerra e Governador Dix-Sept Rosado
(GDS Rosado), em uma area de aproximadamente 50 km?2 Tal distribuicao
poderia ser explicada pela possivel existéncia de conectividade entre as cavernas
da regidao, que seria mantida por um sistema de mesocavernas, permitindo a
dispersao subterranea e mantendo o fluxo génico entre as populag¢des, como
observado para algumas espécies trogldobias em diferentes regides do mundo

(Juberthie et al. 1980, Juberthie 2000, Hoch & Ferreira 2013).

- Além das cavernas para as quais ja havia registros de Kinnapotiguara,
foram realizadas coletas em outras cavernas com habitats adequados em toda a

area de ocorréncia do taxon. As analises filogenéticas e filogeograficas foram
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baseadas em sequéncias parciais do gene coxl de 659 pb de 126 individuos de

Kinnapotiguara troglobia coletados em 19 cavernas (Figura 11).
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Figura T1. Localizagao das cavernas com ocorréncia de Kinnapotiguara e coleta de
individuos para sequenciamento (A), além da distribuicao das cavernas conhecidas,
atualmente mapeadas e com inventarios bioespeleolégicos na area do lajedo do Rosario
(B). Imagem panoramica do lajedo do Rosario (C).

- O levantamento de dados referentes a fauna trogldébia do lajedo do
Rosario foi realizado a partir da literatura publicada (Ferreira et al. 2010, Hoch &
Ferreira 2013, Azara & Ferreira 2014, Leal-Zanchet et al. 2014, Bento et al. 2016,
Bento et al. 2021). Um total de 24 espécies troglébias encontra-se registrado na
literatura para nove cavernas amostradas no Lajedo do Rosario (Tabela 2),
pertencentes aos seguintes taxons: Araneae (3), Opiliones (1), Pseudoscorpiones
(1), Diplopoda (1), Chilopoda (3), Isopoda (4), Amphipoda (2), Copepoda (1),
Ostracoda (1), Collembola (2), Diplura (1), Coleoptera (1), Hemiptera (1), Oligochaeta
(1) e Tricladida (1) (Tabela 2 e Figura 12).
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Tabela 2. Distribuicao da fauna troglobia do lajedo do Rosario nas diferentes cavernas e
habitats amostrados. T: Terrestre; A: Aquatico; E: Epicarste. CRO — Caverna dos Crotes; ABI
— Caverna Abissal; CAR — Caverna da Carrapateira; CAT — Caverna da Catedral; CCS -
Caverna do Complexo Suico; CHO — Caverna do Chocalho; DBT — Caverna da Descoberta;
TRO - Caverna dos Troglébios; GEG — Caverna do Geraldo Gusso.

ESPECIE/ CAVERNAS
TAXA MORFOESPECIE HABITAT CRO ABI CAR CAT CCS CHO DBT TRO GEG
Araneae sp. T X X X
Araneae Prodidomidae sp. T X
Ocheroceratidae sp. T X
Opiliones Gonyleptidae sp. T X
Pseudoscorpiones Chthoniidae sp. T X
Diplopoda Polydesmida sp. T X
Geophilomorpha sp. T X
Chilopoda Lithobiomorpha sp. T X
Newportia potiguar T X X
Cirolanidae sp1.n A X
Cirolanidae sp2.n. A/E X
Isopoda —
Styloniscidae sp. T X
Calabozoidea sp. A/E X
. Potiberaba porakuara A X
Amphipoda Potiberaba sp.n. A/E X
Copepoda Copepoda sp. A X
Ostracoda Ostracoda sp. A/E X
Arrhopalites sp.n. T X X
Collembola Cyphoderus sp.n. T X X
Diplura Japygidae sp. T X
Coleoptera Carabidae sp. T X
Hemiptera K. troglobia T X X X X X
Oligochaeta Oligochaeta sp. A/E X
Tricladida Hausera hauseri A/E X

Figura 12: Algumas espécies trogldébias que ocorrem no lajedo do Rosario: Cirolanidae sp.
nl. (A), Cirolanidae sp. n2. (B), Calabozoidea (C), Styloniscidae sp. n. (D), Potiberaba
Porakuara (E), Kinnapotiguara troglobia (F), Japygidae sp. n (G), Carabidae sp. n. (H),
Prodidomidae sp. n (l), Hausera hauseri (J) e Oligochaeta sp. n (K).
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- Foram identificados 19 hapldtipos entre os individuos sequenciados de
Kinnapotiguara, geralmente separados por varios passos mutacionais e Unicos
de cada caverna, com excecao do Hap_1 (compartilhado entre trés cavernas no
lajedo do Rosario), Hap_10, Hap_14 e Hap 15 (entre cavernas do lajedo da Lapa) e

Hap_19 (entre cavernas do lajedo dos Angicos) (Figura 13).
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Figura 13: Localizacao das cavernas com ocorréncia de Kinnapotiguara e individuos com
Cox1 sequenciado (A), além de rede de hapldtipos com os passos mutacionais inferidos
(B). Siglas das cavernas em A de acordo com a Tabela 1.
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- Os haplotipos compartilhados sao indicativos da existéncia de fluxo
génico entre cavernas. Isso foi corroborado pelas comparacdes par-a-par do
indice de fixacao (®sr), em sua maioria iguais a 1.00 ou muito proximos, e
significativos, apontando intensa estruturacao populacional e fluxo génico
restrito ou inexistente entre linhagens na maioria das cavernas. No entanto, ha
valores baixos e nao significativos de ®sr entre as sequéncias do coxl de

individuos coletados nas diferentes cavernas do lajedo do Rosario.

- A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) apontou que o agrupamento
das cavernas nos diferentes afloramentos calcarios (lajedos) explica 94,94% da
variagao genética observada (dcr = 0.949, p<0.001). A Analise Espacial de Variancia
Molecular (SAMOVA) aponta que o particionamento em 12 populacdes explica
99,09% da variagao genética observada em Kinnapotiguara (®CT = 0.991,
p<0.0001, Tabela 6), indicando que agrupamento das cavernas no lajedo do
Rosario constitui uma mesma populacao. Esses resultados foram corroborados
ainda pela analise de inferéncia bayesiana da estrutura genética de populagoes,
qgue indicou trés agrupamento para K. troglobia no lajedo do Rosario
(probabilidade =1, log (ml) = -7.68), sendo um deles formado por individuos de

todas as trés cavernas.

- Todas essas analises apontaram para uma estruturagcao populacional
extrema em Kinnapotiguara, cuja regra € o isolamento de populacdes em
apenas uma caverna. A principal excecao é o Lajedo do Rosario, que possui uma
unica populacao que inclui individuos de todas as cavernas amostradas. Tendo
em vista esse padrao filogeografico contrastante, é razoavel supor que a
conectividade bioldgica subterranea existente também ocorra para as outras
espécies troglébias no lajedo do Rosario. Isso corrobora a hipotese de que o lajedo
€ um modelo analogo a um agrupamento de cavernas interconectadas por
juntas e fraturas e constitui um habitat subterraneo continuo, cuja conectividade
pdde ser atestada com o uso de K. troglobia como um “tracador biolégico”. O
raciocinio € analogo ao uso amplamente aceito de tracadores quimicos para

confirmar a conectividade hidrolégica em sistemas de cavernas, inclusive usado
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no Sistema Areias — um dos hotspots de biodiversidade subterranea Neotropical

(Sanchez 1992, Ferrari & Karmann 2008, Trajano 2007, Souza-Silva & Ferreira 2016).

- Com as 24 espécies troglobias identificadas, o lajedo do Rosario concentra
mais da metade da riqueza de espécies troglobias (57) registradas até o
momento para todo o oeste da formacao Jandaira (Bento et al. 2021), apesar de
ocupar uma area de apenas 0,7 km? (Carneiro et al. 2015). Além disso, abriga as
duas cavernas com a maior riqueza de troglobios — a caverna dos Trogldbios (11

especies) e a caverna dos Crotes (8) (Ferreira et al. 2010, Bento et al. 2021).

Conclusoées

- Por todos os motivos expostos, o Lajedo do Rosario, em Felipe Guerra/RN,
deve ser considerado um hostpot de biodiversidade subterranea de acordo com

a definicao de Culver & Sket (2000), ja que abriga 24 espécies troglobias.

- A area do lajedo do Rosario foi considerada como a mais prioritaria para a
conservacao da diversidade genética de espécies troglobias no oeste da
Formacao Jandaira (Bento et al. 2024), como mencionado no item anterior. Esta
inserido ainda nas Areas Prioritarias para a Conservacao, Utilizacdo Reparticdo de
Beneficios da Biodiversidade Prioritarias para a Biodiversidade da Caatinga (MMA
2018), bem como nas Areas prioritarias para conservacdo do patriménio
espeleoldégico Brasileiro (ICMBio/CECAV 2018).

- Além disso, o elevado nivel de endemismo da maioria dos troglobios
encontrados, além das varias espécies de relictos, oceanicos e filogenéticos como
os Calabozoidea (Isopoda), tem um desdobramento importante em relacao a
aplicacao da atual legislacao que trata do patrimoénio espeleoldgico, que prevé
gue cavernas com ocorréncia de troglobios raros, endémicos ou relictos devem
ser consideradas de maxima relevancia, o que impossibilita impactos negativos
irreversiveis e a operacao de diversos tipos de empreendimentos e atividades
incompativeis. Tais restricdoes podem ser uma oportunidade para incentivar o uso
sustentavel, gestao participativa e educacao ambiental como instrumentos para

a conservacao do patrimonio espeleoldgico na regiao.
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- O lajedo do Rosario seria apenas o quinto hotspot de biodiversidade
subterranea identificado no Brasil. Apesar dessa singularidade, nao ha na
legislacao ambiental brasileira qualquer garantia expressa de protecao especifica
para tais cavernas ou sistemas de cavernas uUnicos. Essa importante area
encontra-se em regiao com crescente pressao sobre as areas de ocorréncia de
cavernas em funcao de atividades como mineracao, visitacao desordenada e
agricultura irrigada (inclusive com utilizacao de agua do aquifero Jandaira) (Cruz
et al. 2010, Ferreira et al. 2010, Bento et al. 2024). Isso denota a necessidade

urgente de acdes voltadas a criagao de uma Unidade de Conservag¢ao na area.

317. Vida nas CaveRNas: proposta de cartilha como ferramenta de

educacao ambiental e material didatico no ensino de Ciéncias

Trata-se do quarto capitulo da Tese, que foi apresentado como resumo
expandido no 36° Congresso Brasileiro de Espeleologia (Figura 14), em 2022, e
resultou na publicacao, em versdes impressa e digital, da cartilha “Vida nas
Cavernas” (Figura 14), também em 2022. Os originais podem ser acessados em
https://mwww.cavernas.org.br/wp-content/uploads/2021/02/36¢cbe_200-230.pdf

(resumo  expandido), https://www.gov.br/icmbio/pt-br/assuntos/centros-de-

pesguisa/cecav/publicacoes/vida_nas_cavernas.pdf (cartilha) e

https://repositorio.ufrn.br/handle/123456789/44928 (Tese), e constam também

Nos anexos a este relatorio.

O trabalho também foi premiado como melhor resumo expandido e
melhor apresentacao de pdster durante o 36° Congresso Brasileiro de

Espeleologia (Figura 15).
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Figura 14. Resumo expandido apresentado no 36° Congresso Nacional de Espeleologia,
em 2022, e publicado nos anais do evento (esquerda), e capa da cartilha “Vida nas
CaveRNas” (direita).
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Figura 15. Certificados de premiacao de melhor resumo expandido (esquerda) e melhor
apresentacao de pdster (direita) durante o 36° Congresso Brasileiro de Espeleologia.

A seguir, apresentamos o resumo € os principais destaques do trabalho.
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Resumo

Devido a suas fragilidades intrinsecas, as cavernas e sua biodiversidade associada
estao diferencialmente expostas a impactos decorrentes de atividades
antropicas. Embora a educacao ambiental tenha importancia fundamental na
formacao de cidadaos conscientes, acdes focadas nas comunidades no entorno
de cavernas ainda sao relativamente incomuns. Nesse contexto, a biologia
subterranea pode auxiliar a educacao ambiental na divulgacao e valoracao de
um dos habitats menos conhecidos, que sao as cavernas. Apresentamos a
cartilha educativa “Vida nas caveRNas”, com foco na fauna cavernicola do oeste
do estado do Rio Grande do Norte (RN), particularmente espécies troglobias
endémicas e sua histdria evolutiva. O material aborda também caracteristicas
gerais da Caatinga e outras espécies frequentemente encontradas nas cavernas,
suas relacdes ecoldgicas e os impactos observados na regiao. Os impactos sao
abordados nao s6 em relacao a seus efeitos sobre o ambiente subterraneo, mas
também aos ambientes superficiais e que podem até mesmo afetar atividades
humanas. Também sao apresentadas solucdes para esses impactos, destacando
que é possivel a conciliagao entre atividades humanas e a conservacao do
patrimonio espeleoldgico. Além da histéria em quadrinhos, ha informacdes sobre
as espéecies que inspiraram os personagens e algumas atividades |ludicas, com o
objetivo de fixar o conhecimento apresentado. A cartilha foi elaborada como uma
estratégia educacional auxiliar no processo de ensino-aprendizagem da
disciplina de Ciéncias dos anos finais do ensino fundamental, bem como em
outras acdes de educacao ambiental, de forma a despertar o interesse sobre as
cavernas, seus habitantes e sua conservagao. A sua adoc¢ao, principalmente em
uma estratégia continuada de educacao ambiental, certamente auxiliara na
conservacao do patrimoénio espeleoldgico excepcional existente no oeste do RN.
Por fim, recomendamos a elaboracdao de materiais didaticos baseados em
contextos regional e até mesmo local, e o modelo aqui apresentado pode ser
seguido para a elaboracao de cartilhas destinadas a outras regides especificas do
Brasil. No entanto, tais materiais devem ser elaborados de forma responsavel e

cautelosa, além de baseados em amplo conhecimento cientifico.
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Objetivos

Apresentar uma cartilha educativa com foco na fauna de invertebrados
encontrados em cavernas no oeste do estado do Rio Grande do Norte,
particularmente espécies troglobias endémicas e sua historia evolutiva. O
material foi elaborado como uma estratégia educacional auxiliar no processo de
ensino-aprendizagem da disciplina de Ciéncias dos anos finais do ensino
fundamental, de forma a despertar nos alunos o interesse sobre as cavernas, seus

habitantes e sua conservacgao.

Destaques e resultados

- O material foi formulado visando sua utilizacao principalmente nas
escolas de ensino fundamental nos municipios com ocorréncia de cavernas na
regiao oeste do RN (principalmente Felipe Guerra, Governador Dix-Sept Rosado,
Mossord e Barauna). No entanto, sua utilizacao é possivel também em outros
niveis de ensino (como em disciplinas de Biologia e Geografia, no Ensino Médio,
por exemplo) e em outras agdes de educagcao ambiental.

- Como mencionado anteriormente, a cartilha digital pode ser baixada
diretamente no site do Cecav ( https://www.gov.br/icmbio/pt-br/assuntos/centros-
de-pesquisa/cecav/publicacoes/vida_nas_cavernas.pdf). Foram impressas
inicialmente 3.000 copias, sendo destinadas a acdes de educagcao ambiental com
diversos parceiros.

- Na principal delas, foi realizada uma articulacao junto as secretarias
municipais de educacao dos municipios potiguares de Felipe Guerra e Barauna
(os dois municipios com mais cavernas no RN) para utilizacao das cartilhas nas
escolas municipais. Em marco de 2022, das 3.000 cartilhas impressas, 1.700 foram
entregues a prefeitura de Barauna e 800 a prefeitura de Felipe Guerra (Figura 10).
Essas cartilhas foram entregues aos professores e alunos.

- Posteriormente, em margo de 2023, foi realizada uma capacitacao com os
professores de ambos os municipios. A capacitacao envolveu uma introducao a
espeleologia e biologia subterranea, leitura comentada da cartilha e visita a
cavernas da regiao. Foram capacitados cerca de 12 professores de Felipe Guerra

e cerca de 40 professores de Barauna (Figura 16).
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- Esse processo de utilizacao da cartilha e capacitacao dos professores foi
avaliado por meio da aplicacao de questionarios, tanto aos professores quanto
aos alunos, antes e apos as capacitacdes € o ano letivo. Essa avaliacdao ainda esta

em andamento e faz parte do doutorado da pesquisadora Valéria Vale, aluna do

Programa de Pds-Graduacao em Sistematica e Evolugao da UFRN.

Figura 16. Entrega das cartilhas as equipes das secretarias municipais de educag¢ao de
Barauna (acima a esquerda) e Felipe Guerra (acima a direita). Capacitacao tedrica e visita
as cavernas com os professores de Barauna, na Furna Feia (fotos no centro), e de Felipe
Guerra, na caverna dos Crotes (fotos abaixo).
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- As cartilhas também foram utilizadas em acdes de educagcao ambiental e
atividades didaticas do espaco Casa de Leitura do projeto UFERSA Ambiental (
https:/ambiental.ufersa.edu.br/ ), da Universidade Federal Rural do Semiarido. O
projeto, coordenado pela Profa. Dra. Diana Lunardi, recebe criancas da rede
publica e publico em geral, e também realiza atividades em comunidades

carentes (como quilombolas, por exemplo) (Figura 17).

Figura 17 A cartilha “Vida nas caveRNas” sendo utilizada em
UFERSA Ambiental.
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Conclusées

- Com a elaboracao da cartilha “Vida nas CaveRNas", foi possivel resumir os
principais resultados da Tese, de maneira ricamente ilustrada e em linguagem

didatica e acessivel.

- A articulacao junto as secretarias municipais de educacao de Barauna e
Felipe Guerra proporcionou a distribuicao do material para professores e alunos,
a capacitacao dos professores para o uso da cartilha e sua utilizacao em sala de
aula no ensino formal. A efetividade da estratégia esta sendo avaliada e resultara
em um dos capitulos da Tese de Doutorado da pesquisadora Valéria Vale, e sera

disponibilizada assim que concluida.

- A utilizacdo da cartilha em atividades do projeto UFERSA Ambiental
ampliou seu alcance para muito além do esperado inicialmente, atingindo
criancas e adolescentes de comunidades carentes e quilombolas. Entendemos,
assim, que o objetivo de despertar nos alunos o interesse sobre as cavernas, seus

habitantes e sua conservacao foi plenamente alcancado.

3.2. Taxonomia de tricladidos aquaticos (Platyhelminthes) em

ambientes espeleolégicos da regiao Neotropical.

Este subprojeto resultou na Tese de Doutorado da pesquisadora Lindsey
Hellmann. Ela foi defendida e aprovada em marco de 2021, junto ao Programa de
P&s-Graduacao em Biologia, area de concentracao: Diversidade e Manejo da Vida
Silvestre, Universidade do Vale do Rio dos Sinos -

UNISINOS. A tese esta disponivel nos anexos a este relatoério.

Houve uma série de problemas quando se tentou extrair DNA das planarias
de cavernas da area do projeto, apesar de diversas tentativas com protocolos
diferentes. Na maior parte das vezes, nao foi obtido DNA em quantidade e
qualidade suficientes para a obtencao de bom sequenciamento de marcadores
genéticos e nao foi possivel sequenciar individuos de todas as localidades e em

qguantidade suficiente para as analises filogenéticas e filogeograficas. Assim, a
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tese trouxe a identificacao tradicional de trés novas espécies de planarias

trogldbias do estado do Rio Grande do Norte, baseada em analises morfoldgicas.

Isso, no entanto, nao impediu a publicacao de artigos em revistas de alto
impacto abordando analises filogenéticas com espécies de planarias da area do
projeto. Em 2020, foi publicado o artigo “Phylogeny and biogeography of the
Cavernicola (Platyhelminthes: Tricladida): Relicts of an epigean group sheltering
in caves?” na prestigiada revista “Molecular Phylogenetics and Evolution” (Figura
18). O artigo pode ser consultado na integra no endereco

https://doi.org/10.1016/L.ympev.2019.106709, e também estd Nnos anexos a este

relatorio.

Molecular Phylogenetics and Evolution 145 (2020) 106709

Contents lists available at ScienceDirect

Molecular Phylogenetics and Evolution P
Ao a8
journal homepage: www.elsevier.com/locate/ympev \eﬁ‘“}’
Phylogeny and biogeography of the Cavernicola (Platyhelminthes: ()

Check for
updates

Tricladida): Relicts of an epigean group sheltering in caves?
Lisandra Benitez-Alvarez’, Ana Maria Leal-Zanchet”, Alejandro Oceguera-Figueroa“,
Rodrigo Lopes Ferreira’, Diego de Medeiros Bento®, Jodio Braccini”, Ronald Sluys',
Marta Riutort™

“ Departament de Genética, Microbiologia i Estadistica and Institut de Recerca de la Biodiversitat (IRBio), Universitat de Barcelona, Barcelona, Catalonia, Spain

" Instituto de Pesquisas de Plandrias and Programa de Pés-Graduacdo em Biologia, Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS), 93022-750 Sdo Leopoldo, Rio
Grande do Sul, Brazil

© Laboratorio de Helmintologia, Instiruto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Tercer Circuito s/n, Ciudad Universitaria, Copilco, Coyoacdn, C.P.
04510, A.P. 70=153, Ciudad de México, Mexico

4 Centro de Estudos em Biologia Subterrdnea, Setor de Biodiversidade Subterrdnea, Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras, Campus Universitdrio, Caixa
Postal 3037, Lavras, Minas Gerais, Brazil

“ ICMBio/CECAV-RN = Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo de Cavernas, 59015-350 Natal, Rio Grande do Norte, Brazil

! Naturalis Biodiversity Center, P.O. Box 9517, 2300 RA Leiden, The Netherlands

Figura 18. Artigo abordando analises filogenéticas com espécies de planarias da area do
projeto, publicado no periddico internacional “Molecular Phylogenetics and Evolution”.

Parte dos resultados da tese também foi publicada como resumo nos anais
do Il Simpdsio Brasileiro de Biologia Subterranea (SBBS), realizado de 02 a 06 de

outubro de 2017 na Universidade Federal de Lavras, em Lavras/MG (Figura 19).

RELATORIO FINAL



https://doi.org/10.1016/j.ympev.2019.106709

I/ CECAV

CENTRO NACIONAL DE PESQUISA
E CONSERVACAQ DE CAVERNAS

ICMBio-MMA

16:00 — POSTER 20

PLANARIAS AQUATICAS (PLATYHELMINTHES: TRICLADIDA) EM
AMBIENTES ESPELEOLOGICOS DO BRASIL

Lindsey Hellmann®, Silvana Vargas do Amaral, Rafacla Canello, Ana Laura Morais, Ana
Maria Leal-Zanchet

Programa de P6s-Graduagio em Biologia, Universidade do Vale do Rio dos Sinos, Avenida
Unisinos, 950, Sdo Leopoldo, Rio Grande do Sul. E-mail: lindyhellmann@hotmail.com”.

Planarias aquaticas podem ser encontradas em ambientes epigeos (rios, lagos,
corrégos) e hipogeos. Na regido Neotropical, a diversidade taxonémica de planarias
aquaticas, especialmente em ambientes hipogeos, ¢ limitada a poucos registros nas
regides Norte e Centro-Oeste do Brasil. No presente estudo, apresentamos um
levantamento da diversidade taxénomica de planarias aquaticas coletadas em
diferentes ambientes espeleologicos do Brasil. Os individuos foram coletados de
forma direta em cavernas do Para, Rio Grande do Norte, Bahia, Minas Gerais, Siao
Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Posteriormente, foram fixados em
formalina ou alcool 70%. Para identificacdo dos organismos, foi analisada
inicialmente a morfologia externa, levando em consideragdo a coloragio corporal,
presenga de auriculas e ocelos, medidas corporais e observagio de eventuais
caracteristicas troglomorficas. Em seguida, os espécimes foram submetidos a
processamento histologico para analise da morfologia interna em microscopio
optico. A partir das analises morfologicas, os espécimes foram identificados até o
menor nivel taxonémico possivel. Foram coletados 151 individuos, pertencentes a
trés familias: Dimarcusidae, Uteriporidae e Dugesiidae, distribuidos em cinco
géneros e 29 espécies. A familia Uteriporidae estd representada por uma espécie. As
demais espécies pertecem aos géneros Girardia, Hausera e a dois potenciais novos
géneros das familias Dimarcusidae e Dugesiidae, respectivamente. Dentre as 29
espécies, trés estdo em processo de descrigdo e somente cinco espécies sdo
conhecidas: Girardia paramensis, G. desideriensis, G. pierremartini, G.
multidiverticulata e Hausera hauseri. As espécies restantes sdo possivelmente novas
para a ciéncia. O género Girardia ¢ o mais representativo, com 23 espécies, seguido
pelo género Hausera com duas espécies. Vinte espécies sdo consideradas troglobias
por apresentarem caracteristicas troglomoérficas tipicas, como auséncia de
pigmentagdo corporal e ocelos. Vinte espécies foram encontradas somente numa
tnica localidade. Diante do cendrio de escasso conhecimento sobre os tricladidos
aquaticos de cavernas brasileiras, os resultados indicam a necessidade de ampliagio
de estudos taxonémicos e da distribuicdo de planarias cavernicolas, visando a
conservagdo dos ambientes espeleologicos, visto que sdo provavelmente espécies
com distribuigdo restrita ¢ muitas delas sdo organismos troglobios.

Palavras-chave: Turbelarios; Taxonomia; Organismos troglobios.

Apoio Financeiro: CAPES

Figura 19. Resumo publicado nos anais do Il Simpodsio Brasileiro de Biologia Subterranea
(SBBS).

- Retornando a Tese propriamente dita, ela foi dividida em trés capitulos. O
primeiro capitulo descreve trés novas espécies troglobias do género Hausera
(Tricladida: Cavernicola), de trés cavernas da Formacao Jandaira, no estado do Rio
Grande do Norte. No segundo capitulo realiza-se a descricao de um novo género
€ nova espécie troglébia da familia Dugesiidae (Contineticola) de uma caverna
do bioma Caatinga. No terceiro capitulo, descreve-se trés novas espécie do
género Girardia (Tricladida Dugesiidade) com base em espécimes coletados em
trés cavernas dos biomas Mata Altantica e Cerrado. Como apenas o primeiro
capitulo envolve espécies trogldbias das areas alvo do projeto, trataremos de

maneira mais detalhada apenas dele neste relatodrio.
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A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados da Tese.
3.2.1. Resumo geral

A conservagao dos ecossistemas cavernicolas é importante para a
manutencao das relacdes ecoldgicas do ambiente e de seu entorno, exigindo
propostas concretas vindas de politicas publicas integradas e que considerem
efetivamente suas caracteristicas ambientais como clima, luminosidade e biota,
a fim de garantir o estado de conservacao desses ecossistemas unicos. A
legislacao brasileira regulamenta diretrizes para a gestao e conservacao de
ecossistemas subterraneos. Portanto, estudos de determinacao taxondmica dos
organismos cavernicolas, entre eles planarias, e de deteccao de espécies
trogldbias, de distribuicao restrita ou endémicas sao primordiais para a
atualizacdo dessa legislacao. A forma de utilizagcdo dos recursos alimentares e
outros aspectos da relagcao dos organismos com o ambiente cavernicola podem
ser utilizados para classificar a fauna em trés categorias: troglébios, trogléxenos
e troglofilos. Os troglobios possuem ciclo de vida restrito ao ambiente cavernicola
e sao normalmente os mais especializados em resposta as pressoes seletivas do
ambiente. O objetivo do presente trabalho € contribuir para o conhecimento da
distribuicao e diversidade taxondmica de tricladidos em ambientes
espeleoldgicos da Regidao Neotropical, bem como para a conservacao desses
ambientes, verificando a ocorréncia e distribuicdo de tricladidos trogldbios e/ou
de distribuicao restrita. Além disso, propor novos caracteres, com base em
analises morfoldgicas, para diagnose das espécies para o género monotipico
Hausera (Cavernicola). Durante o trabalho de campo, os espécimes foram
coletados de forma direta, com auxilio de pincel e pipeta de Pasteur. Os
espécimes foram fixados diretamente em etanol absoluto ou etanol 70%. Os
individuos foram desidratados e embebidos em paraplasto, apds este material foi
cortado a 6um e os corte foram corados com hematoxilina/eosina e tricrémico de
Masson/Goldner. No momento das coletas as planarias foram fotografadas vivas
e também apods a fixacdao. A morfologia externa foi analisada em
estereomicroscopio e a morfologia interna, a partir de cortes sagitais, transversais

e horizontais, foi analisada em microscopio 6ptico, sendo feita reconstrucao do

RELATORIO FINAL




I CECAV

CENTRO NACIONAL DE PESQUISA
E CONSERVACAO DE CAVERNAS

ICMBio-MMA

aparelho reprodutor com auxilio de camara clara. No Capitulo | descrevem-se trés
novas espécies de Hausera procedentes de duas cavernas do bioma Caatinga.
Representantes das trés espécies nao apresentam ocelos, auriculas e
pigmentacao corporal, sendo considerados troglobios. As trés espécies se
caracterizam por uma combinacao unica de caracteres da morfologia externa e
do sistema reprodutor. No Capitulo Il, descreve-se um novo género e espécie da
familia Dugesiidae procedente do bioma Caatinga. A espécie, trogldébia, sem
ocelos e pigmentacao corporal, possui cavidade bulbar curta e alongada,
presenca de canal bursal curto e com porcao proximal em fundo cego situado
posteriormente ao atrio masculino e auséncia de bolsa copulatdria tipica. No
capitulo Il descrevem-se trés novas espécies de tricladidos da familia Dugesiidae
(Continenticola), pertencentes ao género Girardia, coletadas em cavernas dos
biomas Cerrado e Mata Atlantica. Uma dessas espécies possui caracteristicas
morfolégicas externas tipicamente troglomarficas, tais como auséncia de ocelos
e pigmentacao corporal, sendo considerada troglobia. As duas duas espécies de
Girardia possuem ocelos e certa quantidade de pigmentacao corporal, sendo
consideradas trogldéfilas. As amostragens realizadas nas areas de estudo sugerem
que esses sao organismos de distribuicao restrita. As espécies de Girardia
descritas neste trabalho nao possuem caracteristicas exclusivas, como ocorre
com a maioria das espécies do género, mas apresentam um conjunto de
caracteristicas que possibilitam sua diferenciacao entre si e dos demais
congéneres. Em relacdo as localidades-tipo dos espécimes estudados, as
cavernas dos biomas Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica sofrem com acdes
antropicas, como turismo e pisoteio ilegal, o que pode resultar na degradacao do
ambiente. Sendo assim, o conhecimento dos tricladidos descritos neste trabalho
€ importante para entender a filogenia do género Hausera, a partir de sua
distribuicao e morfologia, no bioma Caatinga, além de contribuir para a
conservacao dos ambientes espeleoldgicos estudados, visto que sao
provavelmente espécies com distribuicdao restrita € a na sua maioria sao
organismos trogldbios. Portanto, sua ocorréncia nas areas de estudo pode servir
para subsidiar programas de gestao e conservacao das cavernas e suas areas de

influéncia conforme a legislacao vigente.
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3.2.2. Introducao geral

O filo Platyhelminthes pode ser subdividido, de acordo com estudos
baseados em dados morfoldgicos e moleculares, em dois grupos: Catenulida e
Rhabditophora. Os rabditoforos incluem varios taxons, entre eles as ordens
Polycladida e Tricladida. Os tricladidos dividem-se em trés subordens:
Continenticola, Cavernicola e Maricola (Sluys et al. 2009, Benitez et al. 2020). Os
tricladidos podem ser encontrados em ambientes aquaticos (dulcicola e
marinho), sendo que alguns Continenticola ocorrem em ambientes terrestres.
Em ambientes dulcicolas sao encontrados representantes das subordens

Continenticola, Cavernicola e Maricola.

A subordem Continenticola é formada por cinco familias: Planariidae,
Dendrocoelidae, Kenkiidae, Dugesiidae e Geoplanidae sendo a uUnica com
representantes terrestres. A diversidade taxondmica de planarias de agua doce
dessa subordem na regiao Neotropical € baixa, sendo a maioria das espécies
pertencentes ao género Girardia Ball, 1974, da familia Dugesiidae (Sluys et al.
2005).

Estudos taxondmicos sobre Dugesiidae indicaram a ocorréncia de 57
espécies do género Girardia na Regiao Neotropical, a maioria coletada na
Argentina e Brasil. Para a regiao Neotropical doze espécies sao hipdgeas, nove no

Brasil e trés no México.

A Subordem Cavernicola é formada por uma unica familia (Dimarcusidae)
composta por seis géneros e sete espécies de distribuicao disjunta, incluindo
Hausera hauseri descrita para um ambiente espeleoldégico no estado do Rio

Grande do Norte (Leal-Zanchet et al. 2014).

Os tricladidos apresentam alta simplicidade morfoldgica. Essa simplicidade
tem, desde o inicio, dificultado a determinacao taxondmica. Para a descricao,
inicialmente, € necessario fazer cortes histoldgicos de individuos, que € um
processo demorado. Além disso nao ha chaves taxondmicas para identificar
espécies, sendo que a maioria das descricdes sao muito antigas e com base

apenas em caracteres da morfologia externa. Na maioria dos casos, a auséncia de
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sinapomorfias para a definicao de espécies ou grupos taxondmicos torna crucial
o0 uso de dados moleculares para inferir filogenias para a compreensao da origem
e evolucao de muitas caracteristicas do grupo, que nao poderiam ser entendidas
apenas com base de dados morfoldgicos. No entanto, os marcadores em uso até
agora tém demonstrado pouca eficiéncia na resolucao em alguns casos. Novas
metodologias sao esperadas para ajudar a desenvolver novos marcadores para
alcancar uma maior compreensao do grupo, da histdria evolutiva e ter uma

taxonomia mais precisa (Alvarez-Presas et al. 2014).

Sobre a filogenia e distribuicdao da subordem Cavernicola, estudo realizado
por Benitez et al. (2020), com base em analises de dados moleculares, da suporte
a hipotese de que um ancestral de agua doce da subordem Cavernicola
colonizou habitats epigeos e freaticos continentais e, posteriormente, irradiou
para formar um grupo diversificado com ampla distribui¢ao. Nesse cenario, a
evolucao de Cavernicola constitui um exemplo classico de diversificagao
evolutiva, seguido por adaptacdes independentes para habitats hipdgeos, onde
cavernas podem ter se tornado um habitat de refdgio para o grupo, por razées
ainda nao conhecidas. A competicao com outras planarias, da subordem
Continenticola, ou mudancas no habitat epigeo sao duas explicacdes possiveis -
ainda a serem testadas - para a perda da maior parte da diversidade de
Cavernicola, que atualmente se reflete em sua distribuicao altamente disjunta
(Benitez et al. 2020).

Estudos taxondmicos sobre a fauna cavernicola, em especial tricladidos,
ainda sao limitados. O presente estudo trard informacdes para ampliar o
conhecimento taxonémico e filogenético dos tricladidos aquaticos de ambientes

espeleologicos na Regiao Neotropical.
3.2.3. Objetivos
Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento da diversidade taxonémica de tricladidos
em ambientes espeleoldgicos da regiao Neotropical, bem como para a

conservacao desses ambientes.
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Objetivos especificos

- Verificar a ocorréncia de organismos troglébios e/ou restritos em cavernas
da Formacao Jandaira e, também de uma caverna associada a dolomitos do
Neoproterozoico no bioma Caatinga. Além de trés cavernas dos biomas Mata
Atlantica, Caatinga e Cerrado, todas cavernas em regides com litologia calcarea.

Dessa forma estabelecer sua distribuicao na regiao Neotropical;
- Registrar a ocorréncia e distribuicao de tricladidos trogldbios na area de
estudo;
- Incluir novos caracteres para o género Hausera.

3.2.4. Capitulo | - Unexpected diversity of troglobitic Hausera (Cavernicola:
Dimarcusidae) in limestone caves of a semi-arid Brazilian environment with the
description of three new species (Diversidade inesperada de Hausera trogldbios
(Cavernicola: Dimarcusidae) em cavernas calcarias de um ambiente semiarido

brasileiro, com a descricao de trés novas espécies)
Resumo traduzido

O género Hausera Leal-Zanchet & Souza, 2014 € um género monotipico
proposto para abrigar uma unica espécie troglobia, H. hauseri Leal-Zanchet &
Souza, 2014, que ocorre em uma caverna calcaria da formacao Jandaira situada
no bioma Caatinga, que € dominado por um clima semiarido. No presente
trabalho, relatamos a ocorréncia e descrevemos trés novas espécies troglébias de
Hausera ocorrendo em duas cavernas diferentes da formacao Jandaira. Hausera
spp. 1 e 2 ocorrem em simpatria em um local de amostragem. As trés espécies
apresentam troglomorfismos, como auséncia de pigmentacao corporal e olhos
e sao facilmente reconhecidas por uma combinacao unica de caracteres de sua
morfologia externa e aparelho copulador. A analise de outras trés espécies do

género nos permitiu propor uma emenda ao seu diagndstico.
Destaques e resultados

- As espécies foram coletadas em duas cavernas calcarias localizadas na

Formacao Jandaira (Figura 20a), no estado do Rio Grande do Norte, nordeste do
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Brasil. Hausera spp. 1 e 2 foram coletadas na caverna Furna Feia (-05° 02' 12,76"; -
37° 33' 36,64"), localizada no Parque Nacional da Furna Feia, no municipio de
Barauna. Hausera sp. 1 foi coletada em cinco locais, enquanto Hausera sp. 2
ocorre em um unico local (Figura 20b). Hausera sp. 3 foi coletada na caverna
“Olho D'agua do Mamede” (-05° 24' 37,81"; -36° 08' 11,28"), localizada no municipio

de Jandaira.
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Figura 20. Locais de ocorréncia das novas espécies: (a) cavernas Furna Feia e Olho d’Agua
do Mamede; (b) perfil vertical esquematico representando os locais de amostragem (1-
5) na caverna Furna Feia: Hausera sp. 1 foi coletada no local 3, e Hausera sp. 2 em todos
os locais de amostragem.
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Figura 21. Locais de amostragem: (a) entrada da gruta da Furna Feia; (b) exemplares de
Hausera spp.1e 2 na gruta da Furna Feia no local onde ocorrem em simpatria; (c) entrada
da gruta Olho d’Agua do Mamede; (d) exemplares de Hausera sp. 3 na gruta Olho d’Agua
do Mamede.

- A nova espécie Hausera sp.1 (Figura 22) é encontrada apenas na caverna
Furna Feia, em varios locais com acumulo de agua vinda tanto de
compartimentos epicarsticos (acumulos de agua entre a caverna e a superficie)

como em locais onde a caverna intercepta o nivel freatico (Figura 20b).

- A nova espécie Hausera sp.2 (Figura 23) também é encontrada apenas na
caverna Furna Feia, mas em apenas em sua por¢cao mais profunda onde o lencol

fredtico é interceptado (Figura 20b).
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Figura 22. Fotografias de um espécime preservado (holétipo) da nova espécie Hausera
sp.l.em vista dorsal (3, acima a esquerda) e ventral (b, abaixo a esquerda). As seis imagens
a direita sao cortes histoldgicos sagitais do mesmo individuo: (a) faringe, (b-c) regiao
anterior do corpo mostrando testiculos (b) e ovario (c), (d-e) aparelho copulador.

1 mm

Figura 23. Fotografias de um espécime preservado (holotipo) da nova espécie Hausera
sp.2. em vista dorsal (3, acima a esquerda) e ventral (b, abaixo a esquerda). As imagens a
direita sao cortes histolégicos sagitais do mesmo individuo (a, c e d) e do paratipo (b, f):
(a) faringe, (b-c) regido anterior do corpo mostrando testiculos (b) e ovario (c), (d-e)
aparelho copulador.
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- A nova espécie Hausera sp.3 (Figura 24) € encontrada apenas na caverna

Olho d’Agua do Mamede, no municipio de Jandaira/RN.

100 m ma ceg fg cbe
Figura 24. Fotografias de um espécime preservado (holétipo) da nova espécie Hausera
sp.3. em vista dorsal (a, acima a esquerda) e ventral (b, abaixo a esquerda). As imagens
menores No centro sao cortes histoldgicos sagitais do mesmo individuo mostrando (a)
faringe, testiculos (b) e ovario (c). Aimagem maior, a direita, mostra o aparelho copulador.

- Em relacao as caracteristicas externas, todas as trés novas espécies sao
representadas por espécimes maduros com dimensdes corporais semelhantes,
apresentando geralmente comprimento e largura menores do que espécimes
maduros de H. hauseri (Leal-Zanchet et al. 2014). As novas espécies apresentam
algumas diferencas entre si, considerando o formato das pontas anterior e
posterior. Hausera spp. 1 e 3 apresentam pontas anteriores pontiagudas,
engquanto Hausera sp. 2 e H. hauseri apresentam ponta anterior arredondada
(Leal-Zanchet et al, 2014). Hausera spp. 1 e 2 apresentam pontas posteriores
arredondadas, diferindo de H. hauseri e Hausera sp. 1, que apresentam pontas
posteriores pontiagudas. Similarmente a H. hauseri, as novas espécies
apresentam troglomorfismos, como corpo esbranquicado e auséncia de olhos

(Leal-Zanchet et al. 2014).

- Em todas as espécies de Hausera, os testiculos estao dispostos proximos
as margens do corpo, mas em Hausera sp. 1 os testiculos estao ausentes atras da
faringe, enquanto se estendem proximos a ponta posterior nas outras duas
espécies e em H. hauseri (Leal-Zanchet et al. 2014). Em Hausera sp. 2 essas

gbnadas comecam ligeiramente anteriores aos ovarios e estao dispostas em uma
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fileira ventral irregular, diferindo das outras espécies do género, que apresentam
testiculos dispostos em duas fileiras irregulares, aproximando-se da epiderme

ventral e dorsal.

- A posicao em que os ductos ovovitelinos surgem dos ovarios varia entre
as trés novas espécies e a espécie-tipo do género (H. hauseri). Nas trés novas
espécies, os ductos ovovitelinos surgem da extremidade posterior dos ovarios,
terminalmente em Hausera spp. 2 e 3 e lateralmente em Hausera sp. 1,
contrastando com H. hauseri,em que os ductos ovovitelinos surgem das paredes

laterais dos ovarios (Leal-Zanchet et al. 2014).

- Em relacdo ao aparelho copulador masculino, as trés novas espécies
podem ser facilmente distinguidas entre si e da espécie-tipo. A cavidade bulbar
€ ampla e ovoide em Hausera sp. 2, similarmente a de H. hauseri (Leal-Zanchet
et al. 2014), mas ha um diverticulo direcionado posteriormente neste ultimo, que
esta ausente em Hausera sp. 2. Contrastando com a situacao na espécie-tipo e
em Hausera sp. 2, a cavidade bulbar é estreita, ligeiramente sinuosa e alongada
em Hausera sp. 1, em forma de péra. Em Hausera sp. 3, a cavidade bulbar mostra

um contorno irregular e um diverticulo proximal curto e estreito.

- Em relacao aos érgaos femininos, Hausera spp. 1 e 2 assemelham-se a H.
hauseri por terem um ducto ovovitelino comum curto e direcionado dorso-
anteriormente (Leal-Zanchet et al. 2014), enquanto Hausera sp. 3 tem um ducto
ovovitelino comum relativamente mais longo e com uma porgao proximal
direcionada quase horizontalmente. Além disso, Hausera sp. 1 tem uma camara
lateral em forma de funil localizada dorso-anteriormente ao gonoéporo,
constituindo um atrio feminino, que esta ausente em H. hauseri e nas outras duas
espécies descritas aqui. Além disso, a conexao entre o atrio feminino e a bursa
copulatoria é representada por um canal curto em Hausera spp. 1 e 2,
similarmente a situacao em H. hauseri (Leal-Zanchet et al. 2014). Em contraste,

Hausera sp. 3 mostra um canal bursal mais longo.
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Consideracgées finais

- Aidentificacao de trés novas espécies de planarias do género Hausera no
estado do Rio Grande do Norte faz da regiao um possivel hotspot de planarias
troglobias aquaticas, e amplia a sua relevancia e singularidade bioldgica. O
potencial para novas descobertas, tendo em vista o estagio inicial dos estudos, é

evidente.

- Além disso, as duas novas espécies sintdpicas (Hausera sp. 1 e sp. 2) na
Furna Feia também era inesperada. A possivel origem distinta, freatica (H. sp.1) e
epicarstica (H. sp. 2), levanta novas possibilidades biogeograficas e evolutivas e
destaca o nivel extremo de endemismo para algumas espécies estritamente
subterraneas. Isso representa ainda o primeiro registro de planarias trogldébias da

subordem Cavernicola vivendo em simpatria em um ponto de coleta.

- A Furna Feia esta localizada em um dos poucos grandes remanescentes
de Caatinga do RN. Apesar do excelente estado de conservacao da superficie, o
Parque Nacional da Furna Feia esta localizado em um dos maiores polos de
fruticultura irrigada do pais e ha exploracao de aguas subterraneas no entorno
para irrigacao das plantacdes, bem como uso de fertilizantes quimicos, corretivos
de solo e pesticidas. SGo necessarios estudos sobre a abrangéncia e o impacto da
contaminagao decorrente da provavel infiltracao desses poluentes no aquifero
subterraneo, bem como da possivel sobre-exploracao dos aquiferos, nas

comuhnidades cavernicolas.

- Estao sendo realizados estudos para o uso turistico da Furna Feia e de
outras duas cavernas na area. Dentre as acdes de manejo propostas para
minimizar os impactos sobre a fauna cavernicola, destacam-se a proibicdao de
visitacao nos niveis mais baixos da caverna e a implantacao de estruturas para
evitar pisoteio em areas suscetiveis, evitando assoreamento. Tais acdes, aliadas a
restricdo do numero de visitantes e a presenca obrigatdria de guias treinados,
devem efetivamente mitigar os impactos da visitacao sobre sua fauna

subterranea Unica.
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- Do ponto de vista morfolégico, considerando que a presente analise
confirmou a ocorréncia de uma bursa copuladora em espécies de Hausera, foi
proposta a seguinte alteracao a diagnose deste género: Dimarcusidae sem olhos;
bursa copuladora situada posteriormente ao ducto genital feminino
comunicando-se com o intestino; ductos ovovitelinos sem dicotomia caudal,
unindo-se para formar um ducto ovovitelino comum; testiculos foliculares;

ductos espermaticos penetrando separadamente no bulbo do pénis.

- Por fim, apesar de nao ter sido possivel o uso de ferramentas moleculares
e analises filogenéticas e filogeograficas, como planejado inicialmente, o
trabalho identificou trés novas espécies de planarias e trouxe importantes
contribuicdes para o conhecimento taxondmico do grupo, sua distribuicao

geografica e conservacao.

3.3. Taxonomia iterativa de crustaceos troglébios do género

Potiberaba Fiser, Zagmajster & Ferreira 2013 (Crustacea:

Amphipoda) na Caatinga.

Este subprojeto resultou na Dissertacao de Mestrado do pesquisador
Matheus Arthur Lucio da Rocha. Ela foi defendida e aprovada em julho de 2021,
junto ao Programa de P&s-CGraduacao em Sistematica e Evolucao da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A dissertacao esta disponivel no

repositério da UFRN, em https://repositorio.ufrn.br/handle/123456789/51207, e

também nos anexos a este relatorio
A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados do subprojeto.

3.3.1. Resumo geral
Sistemas subterraneos podem ser encontrados em diversas formacdes
minerais, abrigando uma fauna com diferentes estratégias de vida, que de forma
conjunta, podem utilizar o ambiente subterraneo permanentemente ou
temporariamente. Dentre esses habitantes, destacam-se os trogldbios, grupo
gue redne organismos que apresentam uma série de adaptacdes ecologicas,

fisiologicas, morfoldégicas e comportamentais associadas ao ambiente
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subterraneo. No Brasil, a fauna troglébia vem sendo descrita com maior
intensidade nas duas ultimas décadas, com a prospeccao de novos locais e a
integracao de diferentes ferramentas analiticas. Apesar disso, a regiao Sudeste
ainda se destaca em detrimento das demais, concentrando a maior parte dos
estudos taxondmicos, ecoldgicos e genéticos de organismos troglébios. No
entanto, o Nordeste, em especial o estado do Rio Grande do Norte (RN), vem se
destacando no conhecimento dessa fauna, com a descobertas de novas espécies
de invertebrados trogldbios, como crustaceos, platelmintos e insetos. Dentre os
Nnovos organismos descritos no RN, esta o género de anfipodes Potiberaba,
monotipico e endémico das cavernas da regidao, que durante sete anos
apresentou distribuicao restrita a localidade tipo. Apds novas expedicoes,
exemplares foram registrados em mais onze localidades, e cujos dados
moleculares indicaram possiveis novas espécies nas cavernas da regiao. Até
entao a hipdtese se sustentava apenas em delimita¢des utilizando um marcador
mitocondrial. Dessa forma, através de uma abordagem integrada entre
ferramentas moleculares (incluindo marcadores nucleares) e morfoldgicas, o
estudo se propds a avaliar a convergéncia entre as diferentes informacdes para
sustentar a hipdtese de um complexo de espécies, assim como identificar
caracteres morfoldgicos capazes de distingui-las, e ao final, propor a descricao
das novas espécies de Potiberaba. Através de uma abordagem iterativa entre
informacdes morfolégicas e marcadores moleculares (coxl e 28S), o estudo
propde a existéncia de cinco espécies alopatricas, das quais quatro apresentam
distribuicao restrita, com baixa diversidade genética e morfoldgica, enquanto P.
porakuara € amplamente encontrada no sul da Formacao Jandaira. O estudo
também indicou que além das divergéncias genéticas, as linhagens podem ser
identificadas através de caracteres morfolégicos com alta taxa de acerto,

evidenciando que a rigueza de espécies dessa formacao esta subestimada.
3.3.2. Introducao geral

A regiao Oeste da Formacao Jandaira € uma das mais relevantes do Brasil
do ponto de vista bioespeleoldgico (Bento et al. 2021), e Bento (2021) e Bento et

al. (2024) indicaram que a diversidade local pode ser ainda maior quando outras
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ferramentas para deteccdao de novas linhagens sao utilizadas, como os
marcadores moleculares, evidenciando a necessidade de estudos que integrem
diferentes ferramentas analiticas para resolucdes taxondmicas mais robustas.
Nesses estudos, os autores ampliaram a distribuicao conhecida do anfipode P.
porakuara e indicaram que a espécie pode consistir em um complexo com ao

menos outras quatro espécies cripticas (ver item 3.1 deste relatorio).

A distribuicao do género e de sua Unica espécie era restrita a localidade
tipo, a caverna Trés Lagos, no municipio de Felipe Guerra/RN. Constatou-se que
P. porakuara e as possiveis novas espécies do género sao encontradas em
diversas cavernas da regiao, com P. porakuara sendo a mais bem distribuida, e a
mais diversa do ponto de vista genético (Bento 2021, Bento et al. 2024). Os
espécimes foram encontrados ocupando locais com caracteristicas distintas,
desde cavernas com agua permanente ao longo do ano, variando em fluxo entre
os periodos de chuva e seca, até cavidades que secam completamente durante
o periodo de seca, poc¢as, raizes e gramineas aquaticas, variando também quanto
ao tamanho populacional, onde P. porakuara também se diferencia pela alta

abundancia de individuos na maior parte das cavernas que habita.

Apesar da deteccao de novas linhagens por meio de um marcador
mitocondrial, essas nao haviam sido avaliadas sob outros aspectos como
diferenciacao morfoldgica e ecologica, ou com a utilizagcao de outros marcadores

moleculares para corroborar a hipétese de um complexo de espécies.
3.3.3. Objetivos

Testar a hipotese de que P. porakuara é um complexo de espécies cripticas,
por meio de uma abordagem iterativa entre informacdes morfoldgicas e
genéticas das linhagens, com base nas delimitacdes propostas por levantada por
Bento (2021) e Bento et al. (2024) e os caracteres morfolégicos diagndsticos
descritos por Fiser et al. (2013), avaliando se as divergéncias genéticas se refletem
em diferenciacao morfoldgica entre as linhagens. Associado a isso, incorporamos
novas informacgdes moleculares através da utilizagcao de um marcador nuclear,
sendo possivel assim comparar as informacdes obtidas para cada gene e as

informacdes morfoldgicas.
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3.3.4. Destaques e principais resultados

- O estudo foi conduzido em um conjunto de cavernas calcarias localizadas
na Formacao Jandaira, nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara (Figura 25).
As cavernas onde exemplares de Potiberaba foram coletados apresentam
feicdes hidrologicas que vao desde pocas formadas por gotejamento, através da
infiltracdo da agua superficial na formacao calcaria, pequenos cdorregos que
variam de vazao dependendo do ciclo pluviométrico, interligando os sistemas
subterraneos durante a estagcao chuvosa, e secando total ou parcialmente na
estacao seca. Além disso, essas cavidades podem apresentar emaranhados de
raizes que penetram a rocha alcancando a agua no interior das cavernas, e
residuos vegetais em decomposicao que sao carreados para o interior dos
sistemas durante as chuvas, e sao utilizados como fonte de alimento ou abrigo
por anfipodes, e outros organismos aquaticos (Figura 26).
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Figura 25. Localidades de Potiberaba. Linhas azuis claras indicam hidrografia. A area
cinza escura indica a Formacao Jandaira, enquanto a verde indica os limites Parque
Nacional da Furna Feia (PNFF), circulos representam locais de ocorréncia de P.
porakuara, enquanto os outros simbolos representam areas de ocorréncia das novas
espécies. 1- Caverna Furna Feia (Potiberaba sp. nov. 1), 2 - Caverna Pedra Lisa (Potiberaba
sp. nov. 2), ambas no PNFF, 3 — Olho D'agua da Onga (Potiberaba sp. nov. 3), 4 - Caverna
Crotes (Potiberaba sp. nov. 4), 5 - Caverna Poco Feio, 6 - Caverna da Agua, 7 - Olho D‘agua
da Furna, 8 - Caverna Troglébios, 9 - Olho D'Agua do Tetéu, 10 - Caverna Boa, 11 - Gruta
Trés Lagos (localidade tipo), 12 — Olho D'agua do Cedro.
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Figura 26. Localidades onde representantes do género Potiberaba foram amostrados. A-
Caverna Furna Feia (Potiberaba sp. nov. 1), B— Caverna Pedra Lisa (Potiberaba sp. nov. 2),
C - Olho d'agua da Oncga (Potiberaba sp. n. 3), D- Caverna Crotes (Potiberaba sp. nov. 4),
E — Gruta Trés Lagos (Potiberaba porakuara) e F — Olho d’agua da Furna (Potiberaba
porakuara).

- Espécimes coletados de forma ativa ou com uso de armadilhas do tipo
covo, fixados em etanol absoluto e separados em cinco grupos distintos de
acordo com as delimitacdes de linhagens de Bento (2021) e Bento et al. (2024).
Posteriormente, sete exemplares de cada localidade foram dissecados sob
estereomicroscopio com auxilio de alfinetes entomologicos e montados em
laminas contendo liquido de Hoyer para conservacao das estruturas. As laminas
foram mantidas por 48 h em estufa a 50 °C para secagem do Hoyer e
posteriormente vedadas com verniz. Por fim, as laminas foram subdivididas em
fracdes, tombadas e depositadas colecao de invertebrados aquaticos da

Universidade Federal do Rio Grande do Norte GEEFAA — UFRN, e na colecao de
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fauna subterrdanea da Universidade federal do Lavras, no cento de estudos em

biologia subterranea (CEBS).

- O dataset para as analises moleculares foi composto pelas mesmas
seguéncias de Bento (2021) e Bento et al. (2024), para o gene mitocondrial coxl,
além de sequéncias do marcador nuclear 28S de 35 individuos (Tabela 3). As
analises envolveram redes de hapldtipos, estruturacao populacional e atribuicao
de individuos, inferéncias filogenéticas bayesianas e diversos métodos de
delimitacao de linhagens. As analises morfoldgicas envolveram morfometria
tradicional e analises de componentes principais (PCA) e de variagao candnica
(CVA), com sete individuos para cada uma das possiveis novas espécies e 31 para

P. porakuara (Tabela 3).

Tabela 3. Localidades onde os espécimes do género Potiberaba foram amostrados e
seus respectivos numeros amostrais utilizados em cada analise. As siglas PCA (Analise
de componentes principais) e CVA (Analise de variacao candnica) correspondem as
analises morfoldgicas. Cox1 (Citocromo oxidase subunidade 1) e 28s aos respectivos
genes mitocondriais € nucleares utilizados no estudo. 1. Caverna Furna Feia, 2. Caverna
Pedra Lisa, 3. Olho d’'dgua da Onca, 4. Caverna Crotes, 5. Poco feio, 6. Caverna da Agua, 7.
Olho d’'agua da Furna, 8. Troglébios, 9. Olho d'agua do Teteu, 10. Caverna Boa, 11. Caverna
Trés Lagos, 12. Olho d'agua do Cedro.

Espécie Localidade PCA/CVA COX1 288
Potiberaba sp. nov. 1 1 7 11 7
Potiberaba sp. nov. 2 2 7 5 8
Potiberaba sp. nov. 3 3 7 6 4
Potiberaba sp. nov. 4 E 7 2 2
Potiberaba porakuara 5,6,7,8,9.,10,11e12 31 39 35

- A partir do conjunto de dados multiloci, contendo o gene mitocondrial
coxl, e nuclear 28S, o Geneland recuperou estruturacao para cinco possiveis
novas linhagens (K= 5), indicando que a hipdtese de um complexo de espécies
para o género pode ser valida. Entretanto, a similaridade entre os picos que
definem o numero de possiveis linhagens, (K= 4 e K= 5) (Figura 27) reforca a
necessidade de mais analises para definicao da quantidade de novas espécies a

serem descritas.
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Figura 26. Mapas de probabilidade posterior para as possiveis novas linhagens de
Potiberaba, gerados a partir de um conjunto de dados nucleares e mitocondriais. Cinco
clusters distintos foram sugeridos para o conjunto de dados. Cores mais claras indicam
maior probabilidade de estruturacdo genética. No primeiro agrupamento estao
representados individuos de P. porakuara, no segundo Potiberaba sp. nov.l, no terceiro:
Potiberaba sp. nov.3, no quatro: Potiberaba sp. nov. 2 e no quinto: Potiberaba sp. nov. 4.

- As filogenias e os métodos de delimitacao de linhagens, realizadas para
ambos os genes, geralmente foram concordantes (com exce¢ao de P. sp. nov. 4,

gue nao foi recuperada como uma linhagem separada para o gene 28S) (Figura

27)
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Figura 26. A - Arvore com inferéncia Bayesiana e testes de delimitacao de linhagens
(ABGD, GMYC, PTT e BPP) para as linhagens do género Potiberaba utilizando o marcador
mitocondrial cox 1, os circulos coloridos representam as diferentes linhagens, os valores
proximos aos ramos indicam o suporte obtido para cada um deles. B - Arvore com
inferéncia Bayesiana e testes de delimitacao de linhagens (ABGD, GMYC, PTT e BPP) para

as linhagens de Potiberaba utilizando o marcador nuclear 28S.
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- Para ambos os genes analisados, P. porakuara apresenta maior
diversidade haplotipica em relagcao as outras linhagens, além de hapldtipos
compartilhados entre diferentes localidades. As possiveis novas espécies
apresentam haploétipos unicos, sem compartilhamento com outras localidades.

O gene 28S se mostrou menos diverso para todas as linhagens (Figura 27).
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Figura 27. Redes de hapldtipos para o gene mitocondrial cox1 (A) e para o gene nuclear

28S (B).
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- Os resultados obtidos com a PCA revelam tendéncias de separacao
morfoldgica entre as cinco linhagens, com pouco distanciamento dos pontos
diante de seus centros de dispersao, assim como o baixo grau de deformacao da
elipse e a nao intersecao delas, indicando baixa variacao intraespecifica em
detrimento da variagao interespecifica. Observando as divisdes, trés das quatro
novas linhagem foram agrupadas opostas a P. porakuara, indicando diferencas
mais acentuadas. Apenas Potiberaba sp. nov. 4 Ndao seguiu 0 mesmo padrao de

particao, mas ainda assim com diferencas (Figura 28A).
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Figura 28. A- Anadlise de Componentes Principais (PCA) com as cinco linhagens de

Potiberaba utilizando as variaveis morfologicas: UP3 = Pedunculo do urépodo I, CFA =
Comprimento do flagelo acessorio, CAl = Comprimento da antena |, NAAT = NUmero de
articulos da antena |, PIAl = Comprimento do pedunculo | da antena |, P2Al =
Comprimento do pedunculo Il da antena |, P3Al = Comprimento do pedunculo Ill da
antena |, UBRE = Comprimento do ramo externo do urépodo I, U3RI = Comprimento do
ramo interno do urépodo I, U2RE = Comprimento do ramo externo do urépodo Il, U2RI
= Comprimento do ramo interno do urépodo I, U2P = Comprimento do pedunculo do
uropodo. B- Analise de Variacao Candnica (CVA), entre as cinco linhagens de Potiberaba
utilizando as variaveis morfoldégicas aplicas na PCA.
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- O padrao de dispersao e particao observado na CVA indica, assim como
na PCA, que as cinco linhagens apresentam divergéncia quanto aos caracteres
analisados, em maior grau em estruturas como antenas e urépodes e em menor
grau em estruturas como gnatopodos, gerando agrupamentos entre individuos
co-especificos, com pouco distanciamento do centro de dispersao e baixo grau
de deformacao das elipses para as quatro novas linhagens, indicando baixa
variacao intraespecifica e maior diferenciacao entre os grupos (Figura 28B). Os
valores de significancia intra e interespecifica reforcam a distingcao morfoldgica
entre as linhagens, com valores significativos entre os cinco grupos (p<0.05), e

baixos (p>0.05) nas comparacdes intraespecificas (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de significancia obtidos através da CVA (Analise de variacao candnica)
em comparacoes intra e interespecificas para o conjunto de dados morfoldgicos de
Potiberaba. Valores inferiores a 0.05 foram considerados significativos na analise.

P. porakuara Potiberaba sp nov .1 Potiberaba sp. nov. 2 Potiberaba sp. nov. 3 Potiberaba sp. nov. 4
P. porakuara 0 0.0366 0.0128 0.0153 0.0205
Potiberaba sp. nov. 1 0.0166 0 0.0310 0.0105 0.0010
Potiberaba sp. nov. 2 0.0122 0.0281 0 0.0101 0.0013
Potiberaba sp. nov. 3 0.0153 0.0015 0.0015 0 0.0010

Potiberaba sp. nov. 4 0.0205 0.0101 0.0120 0.0012 0

- Na dissertacao foram apresentadas descricdes prévias das quatro novas
espécies de Potiberaba. Além das diagnoses e descricdes prévias, sao

apresentadas varias imagens obtidas por micrografias eletrénicas de varredura.
3.3.5 Consideracdes finais

- As delimitacdes propostas por Bento (2021) e Bento et al. (2024) foram

corroboradas por meio de analises moleculares multiloci e morfoldgicas.

- De modo geral, o estudo mostrou como a integracao de diferentes
ferramentas e fontes de dados pode auxiliar na resolucao de questdes
taxondmicas, como a designacao de novas espécies a partir da intercessao de
dados genéticos, fenotipicos e ecoldgicos. A utilizacao da taxonomia iterativa
pode auxiliar ainda na avaliacao do estado de conservacao das espécies, uma vez
gue, ao delimitadas novas espécies, podemos entao identificar suas areas de
ocorréncia, detectar possiveis riscos, tamanhos populacionais, dentre outros

fatores utilizados na definicdo de acdes e estratégias de conservacao.
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3.4. Revisao de Trogolaphysa Mills, 1938 (Collembola,

Entomobryomorpha, Paronellidae), com a descricido de novas

espécies, Dominio da Caatinga, Brasil.

Este subprojeto resultou na Dissertacao de Mestrado da pesquisadora Paolla
Gabryelle Cavalcante de Souza. Ela foi defendida e aprovada em fevereiro de 2021,
junto ao Programa de Pd&s-Graduacao em Sistematica e Evolucao da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A tese esta disponivel no

repositorio da UFRN, no link https:/repositorio.ufrn.br/handle/123456789/32691 ,

e também consta nos anexos a este relatorio.

- A dissertacao foi dividida em dois capitulos. O primeiro trata da revisao do
género Trogolaphysa Mills, 1938 (Collembola, Entomobryomorpha, Paronellidae),
e 0 segundo apresenta duas novas espécies do género com ocorréncia em

cavernas no estado do Rio Grande do Norte.
A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados do subprojeto.
3.4.1. Resumo geral

Trogolaphysa Mills (Paronellidae) é amplamente distribuido em regides tropicais,
com 65 espécies descritas em todo o mundo. As espécies neotropicais de
Trogolaphysa sao melhor conhecidas que as afrotropicais; porém, ha grandes
lacunas de conhecimento para varias espécies nas duas regides, que sao
reconhecidas principalmente pelos padrdes de coloracdao, numero de olhos,
morfologia do complexo empodial e da furcula. Muitas espécies de Trogolaphysa
apresentam troglomorfismos evidentes, como reducao ou auséncia de olhos,
corpo sem pigmentos e antenas alongadas. As cavernas possuem um papel
importante para compreensdao dos processos bioldgicos devido a sua
estabilidade ambiental, mas também sao relevantes para mineracao brasileira,
sendo a extracao de calcario a principal atividade econémica nos municipios que
possuem cavernas de rochas carbonaticas no Rio Grande do Norte (RN). Estudos
anteriores demonstraram que Trogolaphysa é o género dominante de
Collembola presente em cavernas do RN. Este género abriga espécies com status

guestionaveis e o0 seu estudo taxondmico pode auxiliar em politicas de
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conservacao. Por isso, este trabalho apresenta uma revisao taxondmica com base
em bibliografia de Trogolaphysa, com uma diagnose revisada e um resumo da
morfologia geral do género, diagnoses detalhadas para todas as espécies, tabelas
comparativas, chave de identificacao para todos os taxons do género e descricdes
de duas novas espécies do género presentes em cavernas do RN. As espécies
novas foram coletadas com aspiradores entomoldgicos e pincéis, fora e dentro de
10 cavernas calcarias inseridas no bioma Caatinga. A sugestao de species
inquirendae considerou descricdes taxdmicas pouco informativas, caracteristicas
taxondmicas duvidosas e/ou localizacdo pouco informativa ou imprecisa. Foram
identificadas 14 species inquirendae: T. berlandi, T. carpenteri, T. fuelleborni, T.
ghesquieri, T. guacharo, T. hauseri, T. hirtipes, T. innominata, T. lamottei, T. mayaq,
T. millsi, T. nigromaculata, T. separata e T. strinatii; e foi desconsiderada a
sinonimia de T. delamarei com T. maya. Foi apresentada uma sintese da
morfologia geral do género, com as variagcdes na quetotaxia e em suas principais
estruturas. A descricao de duas novas espécies de Trogolaphysa amplamente
distribuidas nas cavernas do RN em conjunto com a revisao do género
proporcionam dados mais precisos no diagnostico de espécies, aumentam o
conhecimento sobre a fauna mundial de Trogolaphysa e podem auxiliar politicas

de conservacao de cavernas no RN.
3.4.2. Introducao geral

Colémbolos sao microartropodes abundantes em quase todos os
ambientes terrestres, estando presentes desde desertos polares até florestas
tropicais quentes (Lukic¢ 2019, Potapov et al. 2020). Eles também sao encontrados
em ambientes subterraneos, sendo a sua abundancia importante para a base da

teia alimentar dentro de cavernas (Lukic 2019).

As cavernas representam ambientes relativamente estaveis que podem ser
modelos para o estudo de processos bioldgicos (Mammola et al. 2020, Poulson &
White 1969). No inicio dos anos 1960, questionamentos sobre a biologia de
animais subterraneos resultaram em estudos sobre a morfologia, ecologia,
comportamento e evolugdao de animais cavernicolas, incluindo os Collembola

(Barr 1967, Christiansen 1961, 1965, Culver & Pipan 2015).
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Christiansen (1961, 1965) estudou a reducdo/auséncia de olhos em
colémbolos cavernicolas, sua locomoc¢ao sobre superficies Umidas ou alagadas e
as diferencas morfoldgicas que as espécies subterraneas poderiam apresentar.
Ele cunhou o termo troglomorfismo para se referir a adaptacdes evolutivas
regressivas ou progressivas em animais que habitam cavernas e como elas

poderiam explicar a morfologia, fisiologia e o comportamento destes animais.

A familia Paronellidae pertence a maior e mais diversificada ordem de
Collembola, Entomobryomorpha, e possui ao menos 45 espécies troglobias em
varios géneros, que se diversificaram dentro de cavernas (Luki¢ 2019). Embora
muitas espécies do género Trogolaphysa Mills, 1938 estejam presentes na
serapilheira do solo, algumas possuem afinidade ao ambiente subterraneo,

podendo também serem troglomorficas (Soto-Adames & Taylor 2013).

As espécies do género Trogolaphysa estao distribuidas nas regides
Neotropical e Afrotropical, e as espécies neotropicais sao morfologicamente
melhor caracterizadas que as afrotropicais (Nguyen & Soto-Adames 2018, Soto-
Adames 2015, Soto-Adames & Taylor 2013). Porém, ha grandes lacunas de
conhecimento a respeito de varias espécies em ambas as regides. As espécies
normalmente sao caracterizadas principalmente por padrdes de coloracao,
numero de olhos, morfologia do complexo empodial e da fdrcula, porém, esses
caracteres se mostraram insuficientes para distinguir espécies de Collembola de

acordo com as revisdes mais recentes (Nguyen & Soto-Adames 2018).

Existem, ao menos, dois grupos de espécies com incertezas taxondmicas
evidentes: um na regiao Afrotropical, contendo ao menos as espécies
Trogolaphysa nigromaculata (Schott 1903) e T. fuelleborni (Borner 1903), e outro
na regiao Neotropical, com ao menos as espécies T. jataca (Wray 1953), T.
geminata (Mari-Mutt 1987) e T. luquillensis (Mari-Mutt 1987). As espécies dentro
desses grupos, além de compartilharem caracteristicas semelhantes, muitas
vezes possuem distribuicdo ampla, como por exemplo T. nigromaculata, que
pode ser encontrada do oeste ao leste da Africa. Essas espécies necessitam de

revisdes taxondmicas detalhadas, como a realizada por Mitra (2002), que a partir
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da analise do material tipo de T. nigromaculata descreveu uma espécie nova

distinta, T. wahgreni.

Oito espécies de Trogolaphysa foram descritas/registradas para o Brasil,
sao elas: T. aelleni Yoshii, 1988, T. ernesti Cipola & Bellini, 2017, T. formosensis Silva
& Bellini, 2015, T. hauseri Yoshii, 1988, T. hirtipes (Handschin 1924), T. millsi (Arlé
1939), T. piracurucaensis Nunes & Bellini, 2018 e T. tijjucana (Arlé & Guimaraes
1979). Trés dessas espécies, T. aelleni, T. hauseri e T. hirtipes, foram encontradas
em cavernas da Regiao Sudeste com caracteristicas troglomorficas evidentes,
como: reducao de dentes no complexo empodial, auséncia de pigmentacao e
reducao do numero de olhos (Arlé 1939, Arlé & Guimaraes 1979, Thibaud & Najt
1988).

Estudos anteriores em cavernas do RN demonstraram grande abundancia
e ampla distribuicao de Trogolaphysa (Bento 2011, Bento et al. 2021). O género
também possui espécies com descricdes imprecisas € a revisao taxondmica de
suas espécies, mesmo baseada apenas na bibliografia, pode auxiliar politicas de
conservacao, bem como no manejo das cavernas na area inventariada do RN, por
exemplo, facilitando a estimativa do numero de espécies em uma determinada
area. Por isso, este trabalho se propde a apresentar uma revisao taxondmica de
Trogolaphysa, baseada em dados publicados, com um resumo da morfologia
geral do género, diagnoses detalhadas para todas as suas 65 espécies, tabelas
comparativas, uma chave para todos os taxons do género e a descricao de duas

novas espécies de Trogolaphysa provenientes de cavernas do RN.
3.4.3. Objetivos
Objetivo geral

Revisar e compilar dados taxondmicos das espécies do género
Trogolaphysa e inventariar e descrever espécies do género em cavernas da

regiao mesoeste do Rio Grande do Norte.
Objetivos especificos

- Caracterizar e ilustrar os padrdes morfologicos do género Trogolaphysa, e

apresentar uma diagnose revisada para o género (capitulo 1);
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- Apresentar dados comparativos de todas as espécies de Trogolaphysa

através de tabelas e diagnoses especificas (capitulo 1);

- Descrever duas novas espécies de Trogolaphysa provenientes de cavernas

da regiao mesoeste potiguar (capitulo 2).

3.4.4. Capitulo 1. Review of Trogolaphysa Mills, 1938 (Collembola,

Entomobryomorpha, Paronellidae)
Destaques e resultados

- De acordo com a revisao sistematica mais recente de Entomobryoidea
(Zhang et al. 2019), a subfamilia Paronellinae é subdividida em trés tribos:
Paronellinae, Cyphoderini e Bromacanthini. Os Paronellinae apresentam
apéndices bem desenvolvidos, quarto segmento abdominal alongado (Abd. 1V),
dens lisos e retos e formula de sensor de tronco no segundo segmento toracico
até o quinto segmento abdominalcomo 1,1]| O, 1, 1,+,3 (Zhang et al. 2019, Bellini &
Cipola 2017). Os membros de Paronellinae também compartilham escamas
arredondadas e macroquetatoxia reduzida, faltando a maioria das quetas
secundarias e algumas das primarias (Soto-Adames et al. 2014, Zhang et al. 2019).
A quetotaxia reduzida nessas tribos pode levar a ambiguidade na identificacao
de homologias em alguns caracteres devido a imprecisao na determinacao se as
guetae primarias sao deslocadas em diferentes areas de taxons distintos ou se as
guetae secundarias emergiram independentemente em diferentes linhagens,
mMesMmo que as espécies sejam intimamente relacionadas (Soto-Adames et al.
2014). Varios estudos e revisdes da quetotaxia dorsal foram feitos por Soto-
Adames et al. (2013, 2014, 2015) para determinar os principais caracteres

diagndsticos dos géneros de Paronellini.

- Mills (1938) descreveu o género Trogolaphysa para conter T. maya Mills,
1938, uma espécie de paronelideo de caverna sem olhos encontrada no México.
Na descricao, Mills apresentou Paronella Schott, 1893 como o género mais similar
a Trogolaphysa, da mesma forma que as comparacdes feitas entre Pseudosinella
Schaffer, 1897 e Lepidocyrtus Bourlet, 1839, ou Sinella Brook, 1982 e Entomobrya
Rondani, 1861 (ver Mills, 1938, p. 184).
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- Ele indicou que Trogolaphysa era notavelmente similar a Paronella, mas
desprovido de olhos. A delimitacao de Trogolaphysa por Mills foi baseada em
uma unica espécie de caverna. Muitas de suas caracteristicas diagnosticas para
0 género foram baseadas em troglomorfismos potenciais: auséncia de olhos,
pigmentos, o quarto segmento antenal com muitas cerdas modificadas e
ungues com dentes internos modificados. Tais caracteristicas morfoldgicas sao
comuns a varias espécies de cavernas colocadas no género, mas nao aos taxons
epiedaficos (como em Palacios-Vargas et al. 1985, Thibaud & Najt 1988; Soto-
Adames & Taylor 2013, Soto-Adames 2015).

- De acordo com as revisdes mais recentes, novos caracteres foram
adicionados ao diagnostico. Assim, Trogolaphysa é definido por ter. quarto
segmento antenal anulado ou liso - mas nunca subdividido, chaeta L2 do Iabio
normal e nao reduzido, olhos 0-8,19 Abd. IV com 3 bothriotricha, manubrio sem
espinhos, tocas com espinhos e mucro quadrado ou retangular,com 3 a 5 dentes
(um diagndstico detalhado é apresentado no topico de resultados) (Soto-Adames
& Taylor 2013, Soto-Adames 2015, Bellini & Cipola 2017, Nguyen & Soto-Adames
2018).

- Trogolaphysa tem uma distribuicao Neotropical e Afrotropical, mas a
maioria das espécies foi registrada na Regido Neotropical (Nguyen & Soto-
Adames 2018). A morfologia das espécies Neotropicais € mais detalhada do que
as africanas, devido ao esforco de pesquisa; no entanto, ha muitas lacunas no
conhecimento para ambas as regides. As espécies sao diagnosticadas
principalmente apenas por padrdes de cores, numero de olhos e complexo
empodial e morfologia da furca (Nguyen & Soto-Adames 2018). O primeiro
capitulo apresenta uma revisao das espécies de Trogolaphysa, apresentando um
diagndstico revisado e um resumo da morfologia geral do género, além de
diagndsticos detalhados de todas as 65 espécies, tabelas comparativas e uma

chave para todos os taxons de Trogolaphysa.

- Entre as 65 espécies de Trogolaphysa pesquisadas neste estudo, 14 foram
aqui consideradas como species inquirendae:. T. berlandi, T. carpenteri, T.

fuelleborni, T. ghesquieri, T. guacharo, T. hauseri, T. hirtipes, T. innominata, T.
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lamottei, T. maya, T. millsi, T. nigromaculata, T. separata e T. strinatii. A auséncia
de informacdes sobre varias caracteristicas de espécies africanas impede uma
comparacao eficaz com espécies neotropicais. No entanto, apenas quatro
espécies africanas foram classificadas como species inquirendae, enquanto 10
espécies neotropicais tém um status questionavel. Apds esta pesquisa, 51
espécies tém diagndsticos mais claros, mesmo que faltem dados importantes

sobre quetotaxia.

- Das 21 espécies descritas de cavernas, 11 sao cegas ou tém 2 olhos (como
T. aelleni), e nessas espécies o dente apical dos ungues geralmente esta ausente
e 0s tenente hairs sao reduzidos. Essa condi¢cao provavelmente indica que os
Trogolaphysa das cavernas tém caracteristicas adaptativas para viver nesse tipo
de habitat, como reducao da pigmentacao corporal e dos olhos, apéndices

alongados e varios tipos de sensilas nos segmentos antenais.

- Foram indicadas 14 species inquirendae, o que torna evidente a
necessidade de uma redescricao de diversas espécies usando abordagens
baseadas na taxonomia mais recente de Entomobryoidea e métodos
combinando morfologia, distribuicdo e, se possivel, dados moleculares
(taxonomia integrativa). Tais métodos devem ser aplicados principalmente em
complexos de espécies para tornar mais claras as identidades desses taxons.
Espera-se que esta revisao e a compilacdo dos dados taxondmicos de
Trogolaphysa ajudem a entender melhor os padrées morfolégicos no grupo, o
gue pode favorecer uma melhor estimativa do numero de espécies em uma area
protegida, facilitar novas descricoes de espécies e outros estudos comparativos

dentro do género e entre os Paronellinae.

3.4.5. Capitulo 2: Two new species of Trogolaphysa Mills, 1938 (Collembola,
Entomobryomorpha, Paronellidae) from caves in Caatinga of Rio Grande do

Norte State, Brazil
Destaques e resultados

- Estudos anteriores em cavernas do RN demonstraram uma grande

abundancia e riqueza de Collembola (Bento 2011, Bento et al. 2021), e tais dados
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demonstram uma ampla distribuicao de Trogolaphysa nas cavernas do RN. Este
capitulo apresenta duas novas espécies que foram encontradas em cavernas do
oeste do RN, adicionando a diversidade conhecida as primeiras espécies de

Trogolaphysa registradas desta regiao.

- O material bioldgico foi coletado em cavernas do oeste do RN, localizadas
Nnos municipios de Barauna, Felipe Guerra e Governador Dix-sept Rosado (Figura
29). Todas as cavernas amostradas estao localizadas no bioma Caatinga, na
Formacao Jandaira da Bacia Potiguar. Os espécimes foram coletados tanto em
ambiente superficial (epigeo), proximo a entrada das cavernas, quanto no

ambiente subterraneo (hipdgeo).

Location and collection points of the sampled
caves in Rio Grande do Norte, Brazil
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Figura 29. Cavernas amostradas no dominio Caatinga do oeste do Rio Grande do Norte,
Brasil. Os numeros dentro dos pontos vermelhos representam o total de amostras
coletadas dentro e fora de cada caverna.

- A analise do material amostrado resultou na identificacao de duas

espécies de Trogolaphysa, ambas novas para a ciéncia.

- Trogolaphysa sp. nov. 1 (Figura 30) foi coletada em cavernas no oeste do
RN, nas cavernas da Furna Nova e da Pedra Lisa (Parque Nacional da Furna Feia),
em Barauna/RN, e nas cavernas Boa e Trés Lagos, no municipio de Felipe
Guerra/RN.
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Figura 30. Trogolaphysa sp. nov. 1, habitus, vista lateral, espécime em etanol (100%).

0.3mm

LAk

i

. nov. 2, habitus, vista -Iateral, espécime em etanol (100%).

Figura 31. Trog;oldphysa sp
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- Trogolaphysa sp. nov. 2 (Figura 31) é encontrada nas cavernas do Urubu,
Carrapateira, Bota e Arapud, no municipio de Felipe Guerra/RN, e na caverna da
Capoeira de Jodo Carlos, no municipio de Governador Dix-Sept Rosado/RN. A
nova espécie foi frequentemente encontrada perto de pocas d'agua, sob e sobre

pedras, sobre guano e solo das cavernas.

- Apesar de suas grandes populacdes dentro de cavernas, ambas as novas
espécies de Trogolaphysa nao mostram troglomorfismos claros, como reducao
da pigmentacao e dos olhos, apéndices alongados ou alteracdes nos complexos
empodiais; no entanto, elas sao provavelmente troglofilos, pois foram
encontrados principalmente dentro de cavernas. Com base nessa observacao e
nas descricdes das espécies do género em todo o mundo, pode-se sugerir que
Trogolaphysa tem uma associacao bioldgica com o ambiente subterraneo, uma
vez que cerca de 40% das espécies foram coletadas dentro de cavernas,
independentemente de sua morfologia (Palacios-Vargas et al. 1985, Soto-Adames

& Taylor 2013, Soto-Adames 2015).

- A falta de troglomorfismos claros em Trogolaphysa sp. nov. 1 e
Trogolaphysa sp. nov. 2 talvez possa ser explicada por uma colonizagao recente
do habitat subterraneo por suas populacdes, considerando uma escala de tempo
geoldgica. Outra hipdtese é o fluxo genético entre populagdes superficiais e
subterraneas, que pode ocorrer se a populacao da superficie migrar ativamente
das cavernas durante o dia. Essa migracao de Collembola ao longo do dia para
habitats subterraneos rasos €& possivel por meio de rachaduras e fissuras
superficiais (também conhecidas como Milieu Souterrain Superficiel - MSS), que
geralmente ocorrem quando as condicdes do ambiente superficial ndao sao
favoraveis (Rendos et al. 2020). As cavernas da Caatinga, assim como o MSS,
podem atuar como refdgios climaticos para colémbolos, especialmente os
troglofilos. Talvez o habitat subterraneo na Caatinga possa ser considerado um
0asis no deserto para invertebrados que precisam escapar do calor e da
exposicao ao sol. No entanto, estudos mais aprofundados sobre a ecologia e

genética das populagdes cavernicolas devem ser conduzidos para melhor
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compreender a dinamica e evolucao das linhagens de Trogolaphysa no dominio

Caatinga.

- As duas novas espécies descritas aumentam o numero de espécies
nominais de Trogolaphysa registradas no Brasil para dez. Trogolaphysa sp. nov. 1
€ protegida em pelo menos duas cavernas dentro do Parque Nacional Furna Feia,
e a descricao da espécie pode fornecer suporte adicional para o plano de gestao
ambiental do parque. Entender o habitat subterraneo e a distribuicdo das
espéecies € importante para promover acdes de conservagao em ambientes ja

afetados por atividades humanas, como a Caatinga.
3.4.6 Consideracodes finais

Apesar de nao ter sido possivel o uso de ferramentas moleculares e analises
filogenéticas e filogeograficas, como planejado inicialmente, o trabalho
identificou duas novas espécies de colémbolos e trouxe importantes
contribuicdes para o conhecimento taxondmico do grupo, sua distribuicao

geografica e conservacao.

3.5. Filogeografia do grilo Endecous potiguar Castro-Souza, Zefa &

Ferreira, 2017 (Orthoptera, Phalangopsidae): Investigacdo de

linhagens cripticas em cavernas na Formacgao Jandaira.

Este subprojeto resultou na Dissertacao de mestrado da pesquisadora
Nathalia Kaluana Rodrigues da Costa. Ela foi defendida e aprovada em agosto de
2022, junto ao Programa de Pos-Graduacao em Sistematica e Evolucao, linha de
pesquisa Padrdes e Processos Evolutivos, da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte. A tese esta disponivel no repositério digital da UFRN, no link

https://frepositorio.ufrn.br/handle/123456789/52101, e também consta Nos anexos

a este relatodrio. A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados do

subprojeto.
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3.5.1. Resumo geral

Os grilos de cavernas da familia Phalangopsidae sao pouco estudados e
possuem baixa capacidade de dispersao e ampla distribui¢cao, o que os tornam
interessantes para investigacdes filogenéticas e filogeograficas. Dentro desta
familia esta o género Endecous, que foi subdividido em trés subgéneros com
base em caracteres morfoldgicos e possui a maior parte de suas localidades-tipos
em cavernas. Atualmente, toda pesquisa taxondmica envolvendo o género usa
de caracteres morfoldgicos, bioacusticos e citogenéticos. Aqui, reconstruimos a
filogenia e filogeografia de E. potiguar Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017 com
base em 151 sequéncias parciais do gene COX-1 com 571 pb para 21 localidades
diferentes. Filogenias moleculares foram reconstruidas usando inferéncia
Bayesiana e Maxima Verossimilhanca, e trés abordagens (ABGD, PTP e GMYC)
foram utilizadas para delimitacao de linhagens. Foi feita uma Analise Bayesiana
da Estrutura da Populacao utilizando o BAPS. Adicionalmente, foram
selecionados alguns espécimes para extracao do complexo falico e analise dos
caracteres morfoloégicos com base no artigo de descricao. Foram utilizadas
também algumas amostras acusticas para analise. A analise bayesiana sugeriu
dois clados, aqui tratadas como duas possiveis espécies, o que foi apoiado por
duas das trés analises de delimitagao, exceto o PTP que seguiu a divisao feita pela
Maxima Verossimilhanca em trés clados. A estimativa do tempo de divergéncia
sugere que essa especiacao ocorreu ha 7.40 Ma (95% de HPD 13.80-3.75 Ma). A
divergéncia inicial entre as espécies possivelmente esta correlacionada com um
mecanismo de vicariancia apos o surgimento da calha que daria origem ao rio
Apodi-Mossord, no periodo entre o Mioceno e o Quaternario. Com a diminuicao
da umidade, essas espécies teriam se dispersado para cavernas com tempos de
divergéncia recentes entre os grupos. Observamos uma estase morfoldgica,

talvez fruto de uma selecao estabilizadora devido ao conservadorismo de nicho.
3.5.2. Introducao geral

Embora a espécie seja umas das mais importantes unidades da biologia,
defini-la e reconhecé-la € uma questao controversa (Mayr, 2005). De Queiroz

(2007) propds um conceito unificado de espécie tratando-as como linhagens de
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metapopulacdes que evoluem separadamente de outras linhagens. Nesse
trabalho, o autor fez uma distingdao entre conceito e critério de espécies,
indicando que o critério unificado que ele propunha continha a mesma ideia
geral de outros conceitos. Para ele, a controvérsia sobre espécies reside nao no
conceito em si, mas no critério operacional para identifica-las. Assim, ele sugeriu
gue muitos dos antigos conceitos de espécie (eg. morfoldgico, ecoldgico, acustico

etc.) na verdade estao centrados em critérios e nao em conceitos de espécie.

Ainda hoje, uma parte significativa dos taxonomistas se ancora em
caracteres morfoldgicos para definir e validar espécies. Entretanto, nos udltimos
20 anos, analises moleculares tém sido a grande fonte de evidéncia para novas
espécies, algumas morfologicamente distintas e outras nao (cripticas). Assim,
basear-se somente em variacdes de caracteres morfoldgicos para delimitar
espécies pode subestimar a real riqueza e limitar mecanismos e processos por
tras da especiacao. Nesse contexto, Yeates et al. (2010) sugere o0 uso da taxonomia
integrativa como método de integrar todas as fontes de dados disponiveis (e.g:
morfologia, moleculares, acusticas, ecoldgicas) para delimitar os limites de uma
espécie. Com o0 avanco das pesquisas em evidéncias genéticas, o humero de
espécies cripticas descritas com base em anadlises moleculares cresceu

abruptamente (MapuH 2020, Tahami et. al 2021, Zhu et. al 2022).

O género Endecous foi proposto pelo naturalista Henri Louis Frédéric de
Saussure em 1878, a partir da descricdo da primeira espécie, Endecous
(Endecous) arachnopsis. Gorochov (2014) dividiu o grupo em trés subgéneros de
acordo com a variacao apresentada na genitdlia do macho (esclerito falico) e a
tégmina direita: Endecous (Notendecous), Endecous (Pedroecous) e Endecous
(Endecous). Endecous (Notendecous) possui esclerito falico mais alongado
(formato retangular), E. Pedroecous tem um esclerito mais curto (formato de um
guadrado achatado) e E. Endecous tem um esclerito padrao (formato quadrado),
guando comparados em vista lateral (Souza Dias et al. 2014, Castro-Souza et al.
2017; Castro-Souza et al. 2020). Atualmente, existem 21 espécies descritas para o
género e, destas, 15 estao ocorrem no Brasil (Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2020,

Castro-Souza, Junta & Ferreira 2020). Estas sao diferenciadas principalmente pela
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morfologia do complexo falico, além do caridtipo e caracteristicas bioacusticas

(Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2020; Castro-Souza, Junta & Ferreira 2020).

Das 15 espécies encontradas no Brasil, 11 possuem localidade-tipo em
ambientes subterraneos (E. cavernicolus, E. peruassuensis, E. betariensis, E.
alejomesai, E. ubajarensis, E. potiguar, E. apterus, E. bahiensis, E. painenesis, E.
didymus e E. troglobius). Destas, somente trés sao consideradas troglobias: E. (P.)
apterus (Souza-Dias et al., 2014), E. (E.) peruassuensis (Bolfaniri & Bichuette, 2015)
e E. (E.) troglobius (Castro-Souza et al. 2020).

Em 2017, Castro-Souza e colaboradores descreveram a primeira espécie de
Endecous no Rio Grande do Norte (com localidade-tipo na caverna da
Carrapateira, no municipio de Felipe Guerra), Endecous (Notendecous) potiguar.
Nesse trabalho, os autores defendem que E. potiguar possui distribuicao ampla
em 15 cavernas nos municipios de Apodi, Barauna, Felipe Guerra e Governador
Dix-Sept Rosado. As analises morfoldgicas propostas pelos autores mostraram
gue o0s individuos possuem antenas mais alongadas, palpbdmeros
esbranquicados, asas nao funcionais em adultos e olhos pretos com pequenas
manchas despigmentadas. Além disso, sugeriram que tais caracteristicas podem
ser sinais de especiacao e de adaptacao ao ambiente hipdgeo, e levantaram

duvidas sobre o status de possivel espécie troglobia.

As caracteristicas morfolégicas indicadoras de adaptacao ao ambiente
subterraneo, associadas a distribuicao relativamente ampla para uma espécie
cavernicola, podem indicar que ha varias linhagens de E. potiguar ao longo de
sua distribuicao. Apesar da ampla distribuicao, existem cavernas que ainda nao
sao devidamente protegidas, e nada garante que a reducao dos habitats
preferenciais de Endecous nao venha a causar um grande desequilibrio
ecoloégico e tornar outras espécies vulneraveis, e mesmo leva-las a extincao

(Castro-Souza et al. 2017).
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3.5.3. Objetivos
Objetivo geral

- Avaliar se existem linhagens cripticas de Endecous potiguar, por meio de

analises filogeograficas, bioacusticas e morfologicas.
Objetivos especificos
- Investigar a existéncia de estruturacao genética intraespecifica;
- Avaliar a existéncia de diversidade criptica;

- Testar a existéncia de espécies cripticas com base em taxonomia

integrativa, com dados moleculares, morfoldgicos e bioacusticos;

- Avaliar o tempo de divergéncia e a correspondéncia espacial da estrutura
genética, relacionando com elementos da paisagem como cavernas e

hidrografia.
3.5.4. Destaques e resultados

- Os espécimes utilizados foram coletados em 22 cavernas que abrangem
praticamente toda a distribuicao geografica conhecida da espécie (Castro-Souza
et al. 2017, Bento et. al 2021). Tais cavernas estao inseridas na Formag¢ao Jandaira
e estao localizadas nos municipios de Barauna (incluindo cavernas no Parque
Nacional da Furna Feia), Mossoro, Governador Dix-Sept Rosado, Felipe Guerra e

Apodi, no Rio Grande do Norte, e em Quixeré, no Ceara (Figura 32).

- Os individuos foram coletados manualmente por meio de busca ativa,
fixados em etanol absoluto (99,5% P.A) e armazenados sob refrigeracao (-20°C).
As etapas de extracao, amplificacao, PCR e sequenciamento foram realizadas no

Instituto Tecnoldgico Vale-Desenvolvimento Sustentavel (ITV-DS).

- As analises moleculares envolveram redes de hapldtipos, estruturacao
populacional e atribuicao de individuos, demografia e diversidade genética,
inferéncias filogenéticas bayesianas (IB) e de maxima verossimilhanca (MV) e
diversos métodos de delimitacao de linhagens. A analise dos dados morfoldgicos
foi realizada a partir da morfologia da genitalia de sete individuos machos adultos

de localidades distintas de acordo com os resultados preliminares das analises
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moleculares. As analises bioacusticas foram baseadas na gravacao, em ambiente
controlado, de machos e fémeas adultos capturados nas diferentes cavernas

onde a espécie ocorre.

Legenda

. Cavernas Sequenciadas
. Cavemnas de Ocorréncia

Parque Nacional da Furna Feia
== Ri0 Apodi-Mossord
Formagao Jandaira

75 0 75 15 22.5 km

() RON T ——

Figura 32. Localizagcao das cavernas com registros de ocorréncia de Endecous potiguar.
Em verde, sao representadas as cavernas com individuos sequenciados no atual trabalho
e em vermelho as que nao foram sequenciadas, mas possuem ocorréncia.

- O presente trabalho também registrou novas ocorréncias e ampliou a area
de distribuicdao do taxon estudado A partir de sequéncias parciais do gene
mitocondrial cox-1 com 571 pares de bases de 151 individuos coletados em 21
localidades diferentes, foram identificados 36 diferentes haplotipos (Figura 33),

incluindo seis compartilhados entre individuos de localidades proximas.

- Com altos valores de probabilidades posteriores, a IB apontou dois clados
para o taxon. Todavia, essa divisao nao teve suporte na MV, que separou os taxons
em trés clados, e nem em dois dos trés métodos de delimitacao de linhagens.
Isso corrobora duas linhagens, incluindo uma provavel nova espécie criptica em
E. potiguar. De acordo com a IB, essa bifurcacao ocorreu ha aproximadamente
7.40 milhoes de anos atras (95% HPD 13.80-3.75 Ma) (Figura 34).
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Figura 33. Rede de haplotipos do gene cox-1. As marcas de hachura entre os pontos
pretos representam o0s pPassos Mmutacionais, a area do circulo dos haplétipos é
proporcional ao numero de individuos. As cores identificam as diferentes localidades.
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Figura 34. localizacdo das cavernas (A). Arvore filogenética de consenso resultantes da
inferéncia bayesiana com relégio molecular (B).
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- Esse padrao foi corroborado pela inferéncia bayesiana de estrutura
genética de populagdes (BAPS), que indicou 4 agrupamentos populacionais
(Figura 35). O agrupamento em verde escuro inclui individuos coletados em
cavernas no limite noroeste da distribuicao da espécie (incluindo cavernas no
Parque Nacional da Furna Feia), o verde claro em sua maioria inclui individuos de
duas localidades no limite sul da distribuicao, o amarelo inclui as cavernas as
margens do rio Apodi-Mossord e o laranja exclusivamente individuo da caverna

do Trinta, em Mossord, que € isolada no limite leste da distribuicao da espécie.

SP P F F B O T RP B A Z Q@ C Cc BCC U o~
EN D N N O D L OF P R J J R A OTJ R T
NG L F V D €C G NE X A U F O R ABC U A
Figura 35. Atribuicao de individuos realizada pelo BAPS, sugerindo quatro populacdes

para E. potiguar.

- Os resultados do BAPS sugerem quatro populagcdes, no entanto as
filogenias, métodos de delimitacdao de linhagens e as distancias genéticas
analisadas sugerem duas linhagens principais com 8% de distancia genética
entre elas (enquanto as distancias intraespecificas ficam abaixo de 0,1%). Assim,
E. potiguar corresponde a linhagem com distribuicdo nas localidades
identificadas em amarelo e laranja nas figuras anteriores, ja que a localidade-tipo,
a caverna da Carrapateira, em Felipe Guerra/RN, esta entre elas. Os individuos

com ocorréncia nas localidades em verde corresponderiam a uma nova espécie.

- A andlise de 14 variaveis morfolégicas nas imagens do esclerito falico
indicou variagdes sutis em somente duas delas. Essas diferencas nao
corresponderam aos agrupamentos populacionais visto nas analises
moleculares, sugerindo uma diversidade criptica nas linhagens de E. potiguar. As
diferencas encontradas podem ainda ser devido as variagdes intraespecificas ou
posicionamento da genitalia no momento da foto, sugerindo uma ampla

conservacao morfoldgica dos espécimes.
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- As analises bioacusticas também nao concordaram com as delimitacdes
moleculares, mas isso pode ser devido a uma quantidade pequena de cavernas

com individuos gravados e efetivamente utilizados.
3.5.5 Consideracoes finais

E. potiguar apresenta uma diversidade molecular significativa. Todavia,
morfologicamente as linhagens apresentaram apenas diferengcas muito sutis e
gue nao sustentam os clados vistos nas analises moleculares. Além disso,
acusticamente, os clados nao diferiram em nenhum dos caracteres analisados.
Neste estudo, ndao foram detectadas diferencas morfoldgicas ou acusticas
significativas entre as linhagens genéticas identificadas. Todavia, a distancia
genética encontrada corresponde a mais que o dobro do que se costuma usar
como limite interespecifico de insetos (Bianchi & Gongalves 2021), o que indica

um caso tipico de espécies cripticas.

Estudos moleculares podem nos revelar variagcdes significativas quando
outros caracteres (e.g. morfoldgicos e acusticos) ndao expressam tal diversidade.
Tais informacgdes sao de suma importancia principalmente no caso de espécies
pouco estudadas. Por meio desses estudos € possivel contribuir para
conservacao dessas linhagens, revelando a diversidade criptica e elucidando sua
distribuicao, permitindo assim o direcionamento de ac¢des visando a
conservacao, por exemplo, de cavernas que abrigam linhagens isoladas (como é

o caso da caverna do Trinta, em Mossord/RN).

Para a elucidacao do status de espécie da principal linhagem aqui
identificada, € necessario o aprofundamento dos estudos moleculares (por meio
da inclusao de marcadores nucleares, por exemplo), bem como dos estudos
morfoldgicos e bioacusticos mais amplos. Além disso, recomenda-se a realizacao
de estudos voltados a uma maior compreensao da histdria da paisagem onde as
cavernas com ocorréncia de Endecous potiguar estao inseridas, o que pode
esclarecer a atual distribuicdo das diferentes linhagens. No entanto, a
necessidade de aprofundamento dos estudos nao pode ser usada como
justificativa para o adiamento de ac¢des voltadas a conservacao da grande

variabilidade genética aqui encontrada.
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3.6. Filogeografia de Rowlandius potiguar Santos, Ferreira & Buzzato,

2013 (Arachnida: Schizomida: Hubbardiidae) nas cavernas da

Caatinga.

Este subprojeto resultou na Dissertacao de Mestrado da pesquisadora
Origilene Bezerra Dantas. Ela foi defendida e aprovada em fevereiro de 2024,
junto ao Programa de Pd&s-Graduacao em Sistematica e Evolucao da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A dissertacao esta disponivel no
repositorio digital da UFRN, no site
https://repositorio.ufrn.br/handle/123456789/59070.

Além da publicacao da dissertacao de mestrado, o trabalho foi publicado
como resumo expandido no XXI Encontro de Zoologia do Nordeste, realizado no
periodo de 05 a 08/11/2023 em Recife/PE. O trabalho também foi premiado como
melhor trabalho na sessdo Genética/Evolucdo, na modalidade comunicacéo oral,
do evento (Figura 36). O resumo esta disponivel no  site

https://doity.com.br/anais/resumosezn2023/trabalho/310192 e, assim como a

dissertacao, também consta nos anexos a este relatorio.

A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados do subprojeto.
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Filogeografia de Rowlandi Ferreira & Buzzato, 2013 (Arachnida:
Schizomida: Hubardlldae) nas cavernas da Formacao Jandaira

Origilene Bezerra Dantas’, Diego de Medeiros Bento?, Sergio Maia Queiroz Lima’
' Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN), Campus Natal. E-mail:
origilenedantas@gmail.com / smaialima@gmail.com
2 Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade (ICMBio), Natal. E-mail:
diego.bento@icmbio.gov.br Uree

Figura 36. Resumo expandido (esquerda) apresentado no XXl Encontro de Zoologia no
Nordeste, em 2024, e certificado de premiacao de melhor trabalho na sessao
Genética/Evolucdo do evento (direita).
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3.6.1. Resumo geral

A maioria das cavernas do estado do Rio Grande do Norte (RN) esta inserida
nos calcarios da Formacao Jandaira, ha Caatinga. Essa regiao € considerada de
alta relevancia bioespeleoldgica, uma vez que apresenta elevada riqueza e
concentragao de espécies adaptadas aos ambientes subterraneos. Dentre elas,
estao os aracnideos da ordem Schizomida, também conhecidos como escorpidao-
chicote-de-cauda-curta, cuja espécie Rowlandius potiguar foi registrada em 30
cavernas no oeste do RN. Essa ampla distribuicao pode sugerir que se trata de
uma espécie trogléfila que eventualmente colonizou cavernas ao longo da
Formacao Jandaira, ou um complexo de espécies trogldbias, como detectadoem
outros invertebrados da regido. Para responder a essa questao através de uma
abordagem filogeografica, coletamos esses esquizOmidos em 12 cavernas de sua
distribuicao conhecida, incluindo na caverna Casa de Pedra, que € o registro mais
ao sul de Rowlandius no RN, na formacao Jucurutu. Também registramos 14
novas ocorréncias para o grupo na regiao. Analises filogeograficas e filogenéticas,
usando os marcadores moleculares mitocondrial citocromo C oxidase | € nuclear
rDNA 28S, indicaram que R. potiguar se trata de um complexo de espécies, com
duas possiveis espécies novas, uma restrita a caverna Casa de Pedra (Rowlandius
sp.n.2), e outra sustentada por dados morfoldgicos da genitdlia interna feminina
e do formato do flagelo terminal no final do abdome dos machos, e que ocorre
em treze cavernas (Rowlandius sp.n.l). Além disso, as analises filogeograficas
detectaram uma estruturacao de cinco populacdes para R. potiguar e de trés
para Rowlandius sp.n.l. Essas linhagens ocorrem em alopatria e nao
apresentaram um padrao definido de distribuicao. Também destacamos que as
espécies identificadas no complexo estao protegidas em areas de conservacao,
como o Pargue Nacional da Furna Feia, em Barauna, e o Monumento Natural
Estadual Cavernas de Martins, em Martins/RN. No entanto, é preciso ressaltar que
existem populacdes vulneraveis nos municipios de Governador Dix-Sept Rosado
e Felipe Guerra. Com isso, propomos a atualizagcao da distribuicao geografica de
R. potiguar, ao passo que descobrimos que a riqueza do género Rowlandius na

Caatinga € maior que se imaginava originalmente.
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3.6.2. Introducao geral

Entre as espécies que possuem os ambientes subterraneos como um de
seus habitats, estdao os aracnideos da ordem Schizomida, conhecidos como
escorpides-chicote-de-cauda-curta, com 372 espécies descritas, a maioria da
regiao Neotropical (World Schzomida Catalog 2022). Eles possuem tamanho
pequeno (entre 1 e 5 mm de comprimento), apresentam pedipalpos raptoriais
gue utilizam para predar pequenos invertebrados, e primeiro par de pernas mais
alongado e com funcao sensorial. Além disso, o flagelo no final do abdome em
machos € uma caracteristica diagnostica entre espécies. Também apresentam
cuticula relativamente fina, o que os tornam sensiveis a desidratacao. Logo, o
ambiente hipdégeo é adequado para esses aracnideos (Reddell & Cokendolpher
1995, Oliveira & Ferreira 2014).

O género Rowlandius Reddell & Cokendolpher, 1995 apresenta um pouco
mais de 60 espécies descritas (Reddell e Cokendolpher 1995, Armas 2002, Teruel
et al. 2012, Santos et al. 2013, Giupponi et al. 2016), a maioria encontrada nas ilhas
do Caribe, em florestas tropicais e cavernas. Na América do Sul, o género é
representado por R. arduus Armas, Villareal & Colmenares, 2009 da floresta
tropical na Venezuela (Armas et al. 2009), R. sul Cokendolpher & Reddell, 2000 da
floresta na Amazoénia Oriental no Brasil (Cokendolpher & Rendell 2000), R.
linsduarteae Santos, Dias, Brescovit & Santos, 2008 da Mata Atlantica no nordeste
do Brasil, registrada no Jardim Botanico Benjamim Maranhdo na Paraiba (Santos
et al. 2008), além de trés espécies da Caatinga, R. potiguar Santos, Ferreira &
Buzzato, 2013, das cavernas da regiao oeste do RN, R. ubajara Santos, Ferreira &
Buzzato, 2013 conhecida de uma caverna no Parque Nacional de Ubajara, e R.
pedrosoi Giupponi, Miranda & Villareal, 2016, de uma caverna no municipio de

Santa Quitéria, ambas do Cearad (Santos et al. 2013, Giupponi et al. 2016).

Rowlandius potiguar Santos, Ferreira & Buzzato, 2013 foi inicialmente
registrada em 20 cavernas da regido da Formacao Jandaira, incluindo no Parque
Nacional da Furna Feia ao norte, e na caverna Casa de Pedra no municipio de

Martins seu registro mais ao sul (Santos et al. 2013). Em seguida, a distribuicao de
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R. potiguar foi atualizada, com ocorréncia em mais dez cavernas, totalizando 30

localidades (Bento et al. 2021).

A ampla distribuicdo de R. potiguar, em uma regido atualmente semiarida
marcada por mudancas paleoclimaticas (Santos et al. 2007) faz desta espécie um
bom modelo para testar padrdes evolutivos e de diversificagcdo em ambientes
subterraneos terrestres na Caatinga. Estudos moleculares recentes com outros
invertebrados que ocorrem na mesma regiao, indicaram que a cigarrinha
trogldbia Kinnapotiguara troglobia (Hoch & Ferreira 2013, Bento 2021, Bento et al.
2024) e o grilo Endecous potiguar Castro-Souza, 2017, sao complexos de espécies.
No caso de K. troglobia, identificou-se estruturacao populacional extrema e o
possivel papel do rio Apodi-Mossoré como barreira geografica, assim como o
isolamento de linhagens em cavernas de diferentes afloramentos calcarios
(lajedos). Quanto a E. potiguar, foram identificados quatro agrupamentos
populacionais que também reforcam o possivel papel do rio Apodi-Mossord

como barreira geografica (Costa 2022).

Com base nos resultados encontrados para invertebrados cavernicolas
coexistentes, como K. troglobia e E. potiguar, é possivel que R. potiguar
apresente um padrao similar, com linhagens cripticas e alta estruturacao
genética ao longo da sua distribuicao. Entao, por meio de estudo filogeografico,
objetivamos compreender a evolucao e distribuicao das linhagens ao longo do
tempo, bem como analisar as relagcdes genéticas entre populacdes e entender
como fatores geograficos influenciaram seu desenvolvimento (Cunha & Solé
2012). Por fim, pretendemos descrever eventuais espécies novas usando tanto os
dados moleculares quanto morfoldgicos, atualizar a distribuicao geografica das

espécies e fornecer comentarios sobre a conservacao das mesmas.
3.6.3. Objetivos
Objetivo geral

Avaliar, por meio de uma abordagem filogenética e filogeografica, a

distribuicao de Rowlandius potiguar nas cavernas da formacao Jandaira,
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explicando os padrdes e processos evolutivos envolvidos, e descrever eventuais

espécies novas.
Objetivos especificos

- Delimitar linhagens de R. potiguar utilizando sequéncias de DNA

mitocondrial e nuclear;

- Estimar o tempo de divergéncia entre as linhagens e o padrao de

estruturacao génico de cada espécie, para compreender os processos evolutivos;

- Fornecer informacgdes ecoldgico-evolutivas de R. potiguar, ou seja, se €
uma espécie trogldbia, composta por algumas espécies; ou troglofila com uma

espécie com ampla distribuicao geografica;

- Se identificadas possiveis novas espécies, fornecer informacdes
taxondmicas para sua descri¢ao.

3.6.4. Hipoteses e predicdes

Hipotese geral

A hipotese geral € a de que ha linhagens distintas de R. potiguar ao longo
da sua distribuicao geografica, com possivel origem a partir de mudancas
climaticas pretéritas na atual regiao da Caatinga durante os periodos entre o

Mioceno e Plioceno sendo, portanto, um complexo de espécies.
Predicbes

- As divergéncias mais profundas correspondem aos eventos estimados

entre o Mioceno e o Plioceno;

- Espera-se observar grupos monofiléticos em cada caverna e/ou

afloramentos calcarios (lajedos);

- Ha linhagens de R. potiguar com altos indices de fixagao entre as
diferentes cavernas e indicacao de contracao populacional com o progressivo
aumento da temperatura e isolamento nas cavernas da Caatinga apods o ultimo

maximo glacial.

RELATORIO FINAL




I&|CECAV

/ CENTRO NACIONAL DE PESQUISA
E CONSERVACAO DE CAVERNAS

ICMBio-MMA

3.6.5. Destaques e resultados

- Os espécimes foram coletados em cavernas inseridas nos calcarios da
Formacao Jandaira, no RN, nos municipios de Mossoro, Barauna, Felipe Guerra,
Governador Dix-Sept Rosado e Apodi. Também foram realizadas coletas na
caverna Casa de Pedra, que esta inserida nos marmores da Formacao Jucurutu,
em Martins/RN (Figura 37). O dataset foi composto por individuos de 26

localidades, incluindo 14 registros inéditos para o taxon.
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Figura 37. Mapa das cavernas com ocorréncias ja conhecidas (circulos brancos) e novos
registros (quadrados pretos) de Rowlandius nas cavernas no RN. B — Pontos amostrados
no Parque Nacional da Furna Feia (PNFF). C - Ampliacao da area com concentracao de
cavernas amostradas nos municipios de Felipe Guerra e Governador Dix-Sept Rosado. D
— Coleta na caverna da Furna Feia, localizada no PNFF, em Barauna. C — Coleta na caverna
Casa de Pedra, em Martins. E — Coleta na Caverna do Urubu, em Felipe Guerra.
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- As analises moleculares foram baseadas em sequéncias parciais dos
marcadores moleculares mitocondrial citocromo C oxidase | e nuclear rDNA 28S.
Essas analises envolveram redes de haploétipos, estruturacao populacional,
demografia e diversidade genética, inferéncias filogenéticas bayesianas (IB) e

diversos métodos de delimitagcao de linhagens.

- Para as analises morfolégicas, foram separadas 22 fémeas de 18
localidades coletadas a fim de avaliar a estrutura da genitalia interna. Além disso,
foram separados cinco machos de cinco localidades para exame da morfologia
com 0 uso de um microscopio eletrénico de varredura, onde foram realizadas
fotomicrografias do flagelo de machos de distintas cavernas. Adicionalmente, foi
feita uma avaliacao de dimorfismo sexual na espécie por meio de medidas

corporais de 76 individuos, incluindo 34 fémeas e 42 machos.

- Os dados moleculares e morfoldgicos analisados apontaram resultados
similares, e serao detalhados mais a frente. Ha a indicacao da presenca de ao
menos uma possivel espécie nova, a qual sera referida como Rowlandius. sp.n.l.
Embora nao tenha sido analisada a morfologia da linhagem que ocorre na
caverna Casa de Pedra (CPD) em Martins/RN, os dados moleculares apontam
uma separacao a nivel de espécie, e os individuos desta localidade serao referidos

como Rowlandius sp.n.2. (Figura 38).

- Foram obtidas sequéncias parciais do gene mitocondrial cox1 com 532 bp
de 89 individuos de 24 |localidades, com identificacao de 40 hapldtipos e do gene
nuclear 285 com 1.027 bp de 44 individuos de 24 localidades, com sete hapldtipos
(Figura 39).

- A arvore filogenética com inferéncia bayesiana (IB) identificou trés
grandes clados com alto valor de suporte entre os ramos. Ha uma concordancia
entre as arvores do gene coxl (Figura 40) e 28S (Figura 41), assim como a arvore
utilizando dados multilocus (Figura 42). O clado da localidade tipo Gruta da
Carrapateira (CAR) de R. potiguar (doravante chamado apenas de R. potiguar) é
formado ainda por outras 14 localidades, incluindo sete das 12 novas localidades
amostradas. Este clado foi recuperado como grupo-irmao do clado formado

pelos individuos de Rowlandius sp.n.2, da caverna Casa de Pedra (CPD) em
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Martins. O clado formado por R. potiguar e Rowlandius sp.n.2 foi recuperado
como grupo-irmao de Rowlandius sp.n.1 formado por individuos coletados em
nove cavernas. De acordo com as estimativas da IB com relégio molecular, a
divergéncia mais profunda entre as linhagens ocorreu ha 2.5 Ma [1.5-3.0 HPD], no
final do Plioceno e comeco do Pleistoceno. As linhagens R. potiguar e
Rowlandius sp.n.2 teriam divergido ha aproximadamente 1.7 Ma [1.2-25 HPD] e R.

ubajara e Rowlandius sp.n.1 teriam divergido ha cerca de 1.8 Ma [1.2- 2.8 HPD].
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Figura 38. Distribuicao das localidades avaliadas neste estudo das linhagens de R.
potiguar (em verde), Rowlandius sp. n.1 (em vermelho) e Rowlandius sp.n.2 (em amarelo)
de acordo com os resultados das analises moleculares. B - Recorte da area do Parque
Nacional da Furna Feia. C — Ampliagao da area com concentracao de cavernas
amostradas nos municipios de Felipe Guerra e Gov. Dix-Sept Rosado.
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Figura 39. A — Rede de haplétipos de Rowlandius feita a partir do gene coxl. B - Rede de
haploétipos feita a partir do gene 28S.
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Figura 40. Arvore filogenética de consenso resultante de inferéncia bayesiana com
reldgio molecular e testes de delimitacao de linhagens utilizando o gene coxl1. Cada barra
representa um meétodo de delimitacao de linhagem. As cores representam cada clado,
sendo verde para R. potiguar, amarelo para Rowlandius sp.n.2, vermelho para
Rowlandius sp.n.1 e azul para R. ubagjara (grupo externo). Em cada ramo da arvore é
apresentada a probabilidade posterior (acima) e a idade média estimada (abaixo). As
barras roxas representam os intervalos com 95% HPD para a idade estimada.
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Figura 41. Arvore filogenética de consenso resultante de inferéncia bayesiana e testes de
delimitacao de linhagens utilizando o gene 28S. Cada barra representa um método de
delimitacao de linhagem. As cores representam cada clado, sendo verde para R.

potiguar, amarelo para Rowlandius sp.n.2, vermelho para Rowlandius sp.n.1 e azul para
R. ubajara. Cada ramo da arvore apresenta valor de probabilidade posterior.
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Figura 42. Arvore filogenética de consenso resultante de inferéncia bayesiana utilizando
dados multilocus (cox] e 28S). As cores representam cada clado, sendo verde para R.
potiguar, amarelo para Rowlandius sp.n.2, vermelho para Rowlandius sp.n.1 e azul para
R. ubgjara. Cada ramo da arvore apresenta valor de probabilidade posterior.

- A distancia genética entre as espécies nominais (R. potiguar e R. ubajara)
corresponde a 15.6% (Tabela 2), valores semelhantes aos observados entre R.
potiguar e R. sp.n.1 (16.7%) e entre R. potiguar € R. sp.n.2 (13.8%). As distancias
interespecificas foram muito maiores que as intraespecificas, que nao
ultrapassaram 3% em R. potiguar e 1% em Rowlandius sp.n.l. Maiores detalhes
sobre as demais analises moleculares, incluindo estruturacao populacional,
demografia, diversidade genética e estimativas de fluxo génico podem ser

consultados no documento original anexo a este relatorio.

- Em relacao as analises morfologicas, foram identificadas diferencas
importantes em caracteres considerados diagndsticos, como a genitalia interna
das fémeas, e na morfologia do flagelo e do processo pdstero-dorsal abdominal
dos machos. Assim, em funcao das analises sustentadas pelos resultados
moleculares e morfoldgicos, € proposta a atualizagao da taxonomia e distribui¢cao

geografica de R. potiguar e a descricao de duas novas espécies para o género.
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3.6.6 Consideracoes finais

Os resultados do trabalho permitiram a ampliagcao da distribuicao
geografica de R. potiguar e a identificacao de duas novas espécies para o género.
Apos a delimitacao das espécies, R. potiguar ocorre em 33 cavernas, R. sp.n.1 em
13, ambas na Formacao Jandaira, e R. sp.n.2 apenas na caverna Casa de Pedra, na
Formacdo Jucurutu, no municipio de Martins/RN. R. ubagjara também foi
registrada em mais trés cavernas (quatro no total), sugerindo que a outra espécie
da Caatinga, R. pedrosoi também possa ocorrer em outras cavernas adjacentes.
Além das analises dos dados moleculares e morfolégicos apontarem
consistentemente para a existéncia de um complexo de espécies, com duas
potenciais espécies novas, os dados moleculares indicaram populacdes bem
estruturadas de R. potiguar e R. sp.n.]1 nas cavernas da Formacao Jandaira,

desafiando a concepc¢ao anterior de uma uUnica espécie com ampla distribuicao.

Apesar de algumas cavernas onde R. potiguar e R. sp.n.1 ocorrem estarem
protegidas no Parque Nacional da Furna Feia, a maioria das localidades
encontram-se fora de areas protegidas, continuando vulneraveis as diferentes
ameacas como visitacao desordenada, mineragcao, desmatamento e atividades
agropecuarias (Ferreira et al. 2010). Ressaltamos a importancia de considerar
estratégias de conservacao das cavernas que nao estao em areas protegidas e
que incluem populacdes distintas, sobretudo as que apresentam haplotipos
exclusivos e com maior diversidade nucleotidica, como é o caso das em Felipe
Guerra e Gov. Dix-Sept Rosado. Quanto a espécie R. sp. 2, apesar de estar restrita
a uma uUnica localidade, a caverna Casa de Pedra encontra-se dentro de uma UC
estadual, o Monumento Natural Cavernas de Martins. Esta UC, no entanto, foi
criada recentemente e ainda nao esta devidamente implantada. Durante as
coletas, por exemplo, foram verificados diversos impactos associados ao turismo

desordenado (tais como pixacdes, lixo e compactacao do piso da caverna).

A atualizacao da taxonomia e distribuicao geografica de R. potiguar, bem
como a ampliacao da riqueza do género Rowlandius nas cavernas da Caatinga,
Nao apenas aprimora nosso entendimento sobre a biodiversidade dessa regiao,

mas também proporciona informacdes para a conservacao dessas espécies.
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3.7. Living in the subterranean time: Exploring biological rhythms in

cave invertebrates

Este subprojeto resultou na Dissertacao de Mestrado da pesquisadora
Priscila Emanuela de Souza. Ela foi defendida e aprovada em marco de 2024,
junto ao Programa de Poés-Graduacao em Ecologia Aplicada da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). A tese esta disponivel nos anexos a este relatdrio, e pode
ser consultada também no repositério da UFLA, apds o periodo de embargo, no

link http://repositorio.ufla.br/jspui/handle/1/59188.

Além da dissertacao e artigos, que serao abordados mais a frente, o
subprojeto gerou ainda um produto inovador. Trata-se de um software em
codigo aberto para processamento de video em tempo real com deteccao de
movimento, necessario para as analises cronobioldégicas. O software,
denominado “Arthropod Motion”, foi desenvolvido pela startup Voxar Labs

(https://voxarlabs.cin.ufpe.br/), vinculada a Universidade Federal de Pernambuco,

e também se encontra nos anexos a este relatorio.

Retornando a dissertacao propriamente dita, ela foi dividida em uma
introducao geral e trés capitulos. O primeiro capitulo € uma revisao sobre os
ritmos bioldgicos em invertebrados cavernicolas, e foi recentemente publicado
como artigo na prestigiada revista Chronobiology International (Figura 43) e esta

disponivel no link https:/doi.org/10.1080/07420528.2024.2348010 € NOS anexos a

este relatodrio. O segundo capitulo trata de diferencas nos padrdes de atividade
locomotora em isdpodes troglobios de cavernas na Bahia e Minas Gerais,
também foi recentemente publicado como artigo na revista Chronobiology
International (Figura 43), esta disponivel no link

https://doi.org/10.1080/07420528.2024.2391865 e nos anexos a este relatdrio. O

terceiro capitulo trata da variabilidade de ritmos bioldgicos em amblipigeos
troglobios e troglofilos de varias regides do Brasil. Como apenas o terceiro
capitulo envolve espécies das areas alvo do projeto, trataremos de maneira mais

detalhada apenas dele neste relatorio.

A seguir, apresentamos o0s destaques e principais resultados da

dissertacao.
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The ticking clock in the dark: Review of biological rhythms in cave invertebrates
Priscila Emanuela de Souza (), Marconi Souza-Silva(®, and Rodrigo Lopes Ferreira

Department of Ecology and Conservation, Federal University of Lavras, Lavras, Brazil

ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Circadian clocks, internal mechanisms that generate 24-hour rhythms, play a crucial role in Received 7 January 2024
coordinating biological events with day-night cycles. In light-deprived environments such as ~ Revised 2 April 2024
caves, species, particularly isolated obligatory troglobites, may exhibit evolutionary adaptations ~ Accepted 19 April 2024
in biological rhythms due to light exposure. To explore rhythm expression in these settings, we KEYWORDS
conducted a comprehensive literature review on invertebrate chronobiology in global subterra- Cave; biological clock;
nean ecosystems, analyzing 44 selected studies out of over 480 identified as of September 2023. rhythms; invertebrates; cave-
These studies revealed significant taxonomic diversity, primarily among terrestrial species like dwelling; arrhythmia
Coleoptera, with research concentrated in the United States, Italy, France, Australia, and Brazil,

and a notable gap in African records. Troglobite species displayed a higher incidence of aperiodic

behavior, while troglophiles showed a robust association with rhythm expression. Locomotor

activity was the most studied aspect (>60%). However, approximately 4% of studies lacked

information on periodicity or rhythm asynchrony, and limited research under constant light

conditions hindered definitive conclusions. This review underscores the need to expand chron-

obiological research globally, encompassing diverse geographical regions and taxa, to deepen our

understanding of biological rhythms in subterranean species. Such insights are crucial for preser-

ving the resilience of subsurface ecosystems facing threats like climate change and habitat loss.

CHRONOBIOLOGY INTERNATIONAL e Taylor & Francis

https://doi.org/10.1080/07420528.2024.2391865 Tagloe & Francls Geoos

ORIGINAL ARTICLE M) Check for updates

Divergent patterns of locomotor activity in cave isopods (Oniscidea:
Styloniscidae) in Neotropics

Priscila Emanuela de Souza(*®, Bruno da Silva Brandao Gongalves (%, Marconi Souza-Silva (9°®,
and Rodrigo Lopes Ferreira (:>®

*Center of Studies on Subterranean Biology, Department of Ecology and Conservation, Federal University of Lavras, Lavras, Brazil; "Graduate
Program in Applied Ecology, Department of Ecology and Conservation, Federal University of Lavras, Lavras, Brazil; “Copacabana Tecnologia da
Informacao LTDA, Sumaré, Brazil

ABSTRACT ARTICLE HISTORY

In cave environments, stable conditions devoid of light-dark cycles and temperature fluctuations Received 18 March 2024
sustain circadian clock mechanisms across various species. However, species adapted to these ~ Revised 23 July 2024
conditions may exhibit disruption of circadian rhythm in locomotor activity. This study examines Accepted 7 August 2024
potential rhythm loss due to convergent evolution in five semi-aquatic troglobitic isopod species  yeyworps
(Crustacea: Styloniscidae), focusing on its impact on locomotor activity. The hypothesis posits that Cave; biological clock;
these species display aperiodic locomotor activity patterns. Isopods were subjected to three circadian rhythm;
treatments: constant red light (DD), constant light (LL), and light-dark cycles (LD 12:12), totaling invertebrates; locomotor
1656 h. Circadian rhythm analysis employed the Sokolove and Bushell periodogram chi-square activity

test, Hurst coefficient calculation, intermediate stability (IS), and activity differences for each

species. Predominantly, all species exhibited an infradian rhythm under DD and LL. There was

synchronization of the locomotor rhythm in LD, likely as a result of masking. Three species

displayed diurnal activity, while two exhibited nocturnal activity. The Hurst coefficient indicated

rhythmic persistence, with LD showing higher variability. LD conditions demonstrated higher IS

values, suggesting synchronized rhythms across species. Significant individual variations were

observed within species across the three conditions. Contrary to the hypothesis, all species

exhibited synchronization under light-dark conditions. Analyzing circadian activity provides

insights into organism adaptation to non-cyclical environments, emphasizing the importance of

exploring underlying mechanisms.

Figura 43. Artigos resultantes do primeiro e segundo capitulos da dissertacao da
pesquisadora Priscila Emanuela de Souza.
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3.71. Resumo geral

Os manuscritos apresentados nesta dissertacdao emergiram da
necessidade de ampliar o conhecimento das lacunas existentes na area da
cronobiologia em cavernas, especialmente com invertebrados, os quais exibem
uma diversidade de morfologias, fisiologias e comportamentos associados aos
diferentes niveis de adaptacao a esses ambientes ciclicos. Nesse contexto, esses
ecossistemas sao caracterizados pela baixa variabilidade abidtica e pela auséncia
de ciclos claro-escuro. Dessa forma, os organismos manifestam seus ritmos
biolégicos de maneiras diversas individualmente e entre os diferentes taxons,
sem apresentar um padrao claro entre as categorias ecoldgico-evolutivas que
compdéem a fauna cavernicola. Essa percepcao serviu como base para as
hipoteses investigadas no segundo e terceiro manuscritos. O objetivo geral desta
dissertacao foi nao apenas entender a manifestacao dos ritmos bioldgicos na
fauna de invertebrados cavernicolas, mas também entender como esses ritmos
podem variar entre diferentes classes taxondmicas. A literatura destaca a
adaptacao do reldgio bioldgico em cavidades naturais subterraneas, onde fatores
como luz, temperatura e alimentacao desempenham papel significativo na
regulacao dos ritmos biolégicos. Estudos demonstram a evolucao de reldgios nao
circadianos devido a auséncia de ciclos diurnos, resultando em ciclos infradianos
ou ultradianos. Apesar dos avancos realizados, ha ainda lacunas a serem
exploradas na pesquisa sobre a ritmicidade de invertebrados em ambientes
subterraneos. O primeiro manuscrito, um artigo de revisao, se concentrou em
quatro questdes principais: (i) as regides geograficas mais estudadas em relacao
a cronobiologia de invertebrados de cavernas, (ii) os taxons mais frequentemente
estudados, (iii) as caracteristicas evolutivas dos taxons documentados e (iv) a
manifestacao do comportamento ritmico dos invertebrados em ambientes sem
ciclos e sua correlacao com a morfologia funcional. O segundo manuscrito surgiu
de uma lacuna na pesquisa sobre o comportamento ritmico de isépodes em
ecossistemas subterraneos, enfatizando a importancia de investigar esse grupo
pouco explorado em relacao aos padrdes de atividade locomotora. Nesse

contexto, a pesquisa concentrou-se na possibilidade de perda de elementos
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ritmicos devido a evolucao convergente em ambientes subterraneos. Foi
formulada a hipdtese de que diferentes espécies de isdépodes semiaquaticos
obrigatdrios apresentam padrdes aperiddicos em sua atividade locomotora,
devido a falta de ciclos de luz nas cavernas e a variabilidade térmica, fatores
cruciais para a regulacao dos ritmos bioldgicos. Os resultados indicaram
sincronizagao do ritmo circadiano dentro do tratamento LD, embora sem
padrdes claramente definidos sob condi¢cdes constantes de luz e escuridao. O
terceiro manuscrito surgiu da lacuna nos estudos cronobioldgicos envolvendo
amblipigios e investigou possiveis diferencas nos padrdes ritmicos entre espécies
troglofilas (capazes de estabelecer populacdes tanto dentro quanto fora de
cavernas) e trogldbias (obrigatoriamente confinadas a cavernas). Foi encontrada
variabilidade no comportamento ritmico, porém nao foram observadas
diferencas significativas entre os dois grupos ou entre as espécies; as distincdes
foram identificadas a nivel individual. Essas constatacdes ressaltam a
importancia de preencher lacunas na pesquisa sobre a ritmicidade em cavernas,
expandindo as areas geograficas e diversificando os grupos taxondmicos
estudados. E essencial investigar os processos temporais, evolutivos e ecolégicos
dos ritmos biologicos para compreender as adaptacdes da vida no subterraneo,
especialmente diante de ameacas como mudangas climaticas e perda de
habitat. Isso ndo apenas pode contribuir para a preservacao dos ecossistemas
subterraneos, fornecendo informacdes cruciais para sua conservagao e manejo,
mas também impulsionar avancos na ecologia e no entendimento evolutivo

desses ambientes.
3.7.2. Introducao geral

As cavernas constituem ecossistemas que oferecem uma diversidade de
microambientes, desde zonas de entrada com escuridao parcial até locais de
escuridao total (afotica), caracterizados por variacdes ambientais praticamente
ausentes ao longo do dia e minimas ao longo do ano (Poulson & White 1969). Em
comparacao com o0s ambientes de superficie, as cavernas proporcionam
condi¢cdes mais estaveis (Culver & Pipan, 2009) e, portanto, sao consideradas

arritmicas (Beale et al. 2016). Esses ambientes abrigam uma fauna caracteristica,
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adaptada a vida subterranea, apresentando morfologias, fisiologias, modos de
reproducao, ritmos de atividade e comportamentos distintos daqueles
observados em animais que habitam a superficie, sujeitos a ciclos diarios de claro

e escuro (Soriano-Morales et al. 2013).

Os ambientes subterraneos sao geralmente considerados os menos
propensos a apresentar ritmos ciclicos entre os habitats com essa caracteristica
(Abhilash et al. 2017). Contudo, a persisténcia de ritmos em organismos que
habitam cavernas nos leva a questionar sua finalidade e relevancia, mesmo na
auséncia de uma coordenacao direta da fisiologia do animal com o ambiente
externo (Beale et al. 2016). Os ritmos circadianos em ambientes desprovidos de
ritmo sao vestigiais, com diferentes espécies mantendo diferentes niveis de

funcionalidade (Pasquali & Sbordoni 2014, Beale et al. 2016).

Os relodgios circadianos desempenham um papel crucial na coordenacao
temporal de processos internos e na separagao temporal de atividades
incompativeis, de acordo com a hipdtese da vantagem intrinseca (Nikhil &
Sharma 2017). Essa ideia € sustentada pela observacao de multiplos ritmos diarios

em escalas bioldgicas e na coordenagao temporal.

Em geral, o comportamento ritmico dos invertebrados reflete sua
habilidade de adaptacao e sincronizacao de atividades com pistas ambientais,
destacando a complexa relacao entre os reldgios bioldgicos internos e os fatores

ambientais externos (Brady 198]).

Considerando a relevancia desses ambientes e as lacunas de
conhecimento que o0s cercam, estudos sobre ritmicidade em animais de
cavernas podem desempenhar um papel fundamental na compreensao dos
mecanismos intrinsecos (processos bioldgicos internos que regulam os ritmos
bioldgicos (diarios e circadianos, por exemplo) e extrinsecos (fatores externos que
influenciam os ritmos circadianos, conhecidos como zeitgeber), assim como no
valor adaptativo dessas caracteristicas. Em cavernas, onde os fatores externos ou
abioticos exercem pouca influéncia sobre os relégios bioldgicos dos animais que

nelas habitam, devido a sua alta estabilidade, ainda permanece desconhecido
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um padrao que permita compreender cComo esses Processos ocorrem e se

manifestam em diferentes grupos taxondmicos.

3.7.3. Capitulo lll — We prefer nightime, they prefer daytime: Biological
thythm variability in cave-dwelling ampbypygids (Amblypygi: Charinidae) in the

Neotropics
Resumo traduzido

A falta de entendimento sobre como fatores enddgenos e
comportamentais afetam os ritmos biolégicos de aracnideos amblipigios em
ambientes de cavernas ressalta uma lacuna no conhecimento cronobioldgico
para este grupo. Este estudo investiga a influéncia da especializacao em habitats
subterraneos e a presenca de ritmos bioldégicos nos padrdes de atividade
locomotora das espécies troglobias e trogléfilas do género Charinus. Espécimes
coletados em cavernas carbonaticas no Brasil foram submetidos a tratamentos
experimentais de |luz constante (LL), escuridao constante (DD) e ciclos claro-
escuro (LD). Os resultados revelaram variacdes na distribuicao dos principais
periodos entre as espécies, sem um padrao uniforme. Embora alguns espécimes
tenham mostrado maior variabilidade nos padrdes de atividade nos tratamentos
DD e LL, nao foram observadas diferencas significativas entre trogldébios e
troglofilos. A falta de uma distingao clara nos ritmos entre os dois grupos sugere
uma natureza dinamica dos ritmos circadianos nessas populacdes, com
variagdes individuais nos padrdes de atividade, indicando diversidade
comportamental. Além disso, a competicao intraespecifica por recursos
alimentares, provavelmente intensificada pelas condi¢cdes oligotroficas dos
ambientes de cavernas, pode desempenhar um papel importante na formacao
desses padrbes e diferencas nas fases de atividade. A presenca de ritmos
infradianos e ritmos circadianos fracos em alguns individuos ressalta a
importancia de considerar zeitgebers nao foticos para uma compreensao Mais

profunda desses ritmos em organismos cavernicolas.
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Destaques e resultados

- A ordem Amblypygi Thorell, 1883 compreende aracnideos que habitam
microhabitats especificos, incluindo fendas, acumulos de detritos, bromélias, a
parte inferior de rochas e troncos de arvores, bem como cavernas (Miranda et al,,
2018). Muitas espécies demonstram fidelidade a esses locais para captura de
presas, defesa territorial e reproducao. Reconhecidos como predadores, esses
animais tém uma dieta variada e oportunista, e também podem apresentar

comportamento de necrofagia (Prous et al. 2017, Trujillo et al. 2021).

- Chapin e Hebets (2016) observaram que os amblipigios sao mais ativos no
crepusculo, envolvendo-se em exploragao e forrageamento, enquanto se tornam
mais imoveis durante o dia. Em cavernas, suas populacdes exibem
comportamentos distintos em vigilancia, preferéncia de habitat e predacao em
comparacao com espécies epigeas. Atos de predacao e vigilancia sao mais
pronunciados em animais hipoégeos (Chapin 2015), e a agressao no
comportamento agonistico entre os machos € de menor intensidade. Acredita-
se que essas diferencas resultem da plasticidade comportamental em resposta

ao ambiente em que vivem (Miranda et al. 2016, Segovia et al. 2018).

- Até o momento, nenhum estudo ofereceu uma compreensao abrangente
de como fatores enddgenos e comportamentais influenciam os ritmos bioldgicos
desses animais em ambientes de cavernas. Essa lacuna apresenta limitacdes
significativas na compreensao de seus padrdes de atividade, enfatizando a
necessidade urgente de mais pesquisas para obter insights mais profundos sobre

o funcionamento do relégio bioldgico em ecossistemas subterraneos naturais.

- Espécies cavernicolas nao obrigatdorias mantém seus sistemas visuais,
incluindo 6rgaos sensoriais e partes do sistema nervoso central. Suas atividades
diarias sao reguladas por estimulos circadianos, e variacdes nessas atividades
podem indicar a influéncia de fatores ambientais na sincronizagdao de ritmos
bioldgicos, ajustados por meio de convergéncias fenotipicas (Oda et al. 2000,
Duboué & Borowsky 2012, Friedrich 2013). Por outro lado, os troglébios sao
altamente especializados e frequentemente exibem uma auséncia completa de

visdao e pigmentacao, juntamente com apéndices alongados, metabolismo
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especializado e sistemas sensoriais aprimorados (Trajano et al. 2009, Pasquali &
Sbordoni 2014; Beale, Whitmore & Moran 2016). Essas caracteristicas
compartilhadas passaram por extensos processos evolutivos apds a colonizacao

de populacdes epigeas no ambiente cavernicola (Pasquali & Sbordoni, 2014).

- Assim, o estudo teve como objetivo investigar se o grau de especializagao
e a presenca de elementos ritmicos influenciam os padrdes de atividade
locomotora de espécies de amblipigios troglobios e trogldfilos pertencentes ao
género Charinus. Este género apresenta ampla distribuicao, compreendendo
atualmente 97 espécies (Miranda et al. 2021). Com base nisso, formulamos as
seguintes hipoteses: i) espera-se que espécies trogldbias apresentem um ritmo
circadiano fraco ou ausente, demonstrando assim assincronia em seus padroes
de atividade; ii) espera-se que espécies troglofilas apresentem um ritmo
circadiano mais pronunciado e tendam a sincronizar seus padrdes de atividade

com o ciclo claro-escuro.

- O estudo incluiu quatro espécies trogloéfilas e quatro espécies troglobias
do género Charinus. Os trogloéfilos foram representados pelas seguintes espécies:
Charinus santanensis, C. jibaossu, C. potiguar e C. iuiu (Figura 44). Enquanto as
espécies C. eleonorae, C. spelaeus, C. taboa e C. troglobius sao troglobias. As
espécies ocorrem no Rio Grande do Norte (C. potiguar), Bahia (C. santanensis, C.
troglobius e C. iuiu) e Minas Gerais (C. eleonorae, C. spelaeus, C. taboa e C.

Jjibaossu) (Figura 45).
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Figura 44. Espécies escolhidas e coletadas para o estudo: (A) Charinus potiguar, (B) C.
iuiu, (D) C. santanensis, (D) C. jibaossu, (E) C. eleonorae, (F) C. taboaq, (G) C. spelaeus, (F)
C. troglobius. Fotos de Rodrigo L. Ferreira (B - F) e Diego de M. Bento (A).
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Figura 45. Localizagcao das areas de coleta das espécies escolhidas e coletadas para o
estudo.

- O estudo envolveu, no maximo, 10 individuos por espécie por caverna.
Esses individuos foram capturados e isolados em recipientes plasticos isolados
termicamente e mantidos com umidade elevada. Em laboratdrio, os espécimes
foram realocados para camaras climaticamente controladas e mantidos em

condi¢cdes adequadas até o inicio dos experimentos.

- Para analisar os padrdes de atividade e repouso de cada espécie, 0s
espécimes foram alojados em estruturas plasticas cdnicas revestidas com uma
fina camada de areia umedecida para manter a umidade. Essas estruturas foram
entao cobertas com tampas de vidro do mesmo diametro (Figura 46). Os funis
apresentavam pequenos furos para circulacdo de ar e evaporacao de agua,
enquanto as tampas de vidro transparente foram projetadas para facilitar a

captura eficiente de imagens. Para a gravagao em video dos movimentos dos
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animais, foi utilizada uma webcam conectada a um computador e a gravagao foi
conduzida com o software de codigo aberto "Arthropod Motion" desenvolvido
durante o projeto e especificamente adaptado para o estudo. Este sistema
permitiu a captura simultanea de video de duas espécies, garantindo o

monitoramento individual da atividade locomotora.

Figura 46. Estrutura de dados de amostragem. (A) Funis onde os espécimes foram
alojados para registrar os ritmos locomotores, (B) um aquario onde os funis sao mantidos
para filmar os movimentos por meio de uma webcam acoplada a uma estrutura de
isopor, (C) um computador que registra os movimentos pela webcam por meio de
software.

- Antes da realizagcao dos testes, os espécimes foram submetidos a um
periodo de pré-exposicao de trés dias ao tratamento correspondente ao que seria
posteriormente avaliado, escuridao total (DD), iluminagao constante (LL) ou
alternancia entre periodos de luz e escuridao (LD), cada um com duracao de 12
horas. As atividades locomotoras dos espécimes foram registradas durante um

periodo de 12 meses.

- Em relacao a periodicidade e variabilidade dos ritmos bioldgicos entre as
espécies, a distribuicdo dos periodos primarios entre os individuos de cada
espécie Nao apresentou uma concentracao uniforme (Figura 47). Ao longo dos
trés dias consecutivos de avaliacao sob o tratamento LD, as médias das ondas,
determinadas pelos picos maximos dos individuos, nao apresentaram um padrao

claro na maioria das espécies.
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Figura 47. Distribuicao dos principais periodos entre as espécies amostradas, com as
espécies troglébias C. eleonorae, C. troglobius, C. taboa e C. spelaeus identificadas em
amarelo. A) Curvas de densidade na distribuicdao dos dados do periodograma para o
tratamento DD, B) LD e C) LL. A linha vertical tracejada representa a média dos valores
brutos.
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- Em relagdo aos principais periodos de atividade em troglébios e

troglofilos, nenhuma diferenca significativa foi detectada na distribuicao dos
valores do periodo principal (Figura 48). Nao houve um padrao consistente na
determinacao do tipo de ritmo, e todas as espécies apresentaram individuos com
periodos infradianos e circadianos nos tratamentos DD e LL. No entanto, no
tratamento LD, apenas C. jibaossu e C. spelaeus aderiram estritamente a um

ritmo circadiano.
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- . Classification
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Figura 48. Distribuicao de frequéncia dos valores de periodicidade determinados pelos
principais periodos entre espécies trogldfilas e trogldbias, para os tratamentos (A) DD,
(B) LD e (C) LL.

- Em relagao as diferencas na atividade individual, com base nos dados do
tratamento LD, nao foram observados padrbes distintos ou variacdes
significativas entre as duas categorias ecoldgico-evolutivas (troglobios ou
troglofilos) (Figura 49). No entanto, todos os individuos de Charinus santanensis
exibiram atividade diurna, e mais de 80% dos individuos de C. iuiu e C. eleonorae
também eram diurnos. Apenas C. jibaossu e C. troglobius mostraram uma
proporcao maior de individuos com atividade noturna. As espécies restantes (C.
potiguar, C. spaeleus e C. taboa) exibiram individuos com atividades diurnas e

noturnas, sem uma preferéncia clara por um periodo de atividade especifico.
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Figura 49. Diferenca percentual na atividade locomotora entre individuos de espécies
trogldbias e trogldfilas de Charinus em resposta a condi¢ao claro-escuro (12h Claro - 12h
Escuro). Cta = C. taboaq; Ct = C. troglobius; Csp = C. spelaeus; Cs = C. santanensis; Cp = C.
potiguar, Cj = C. jibaossu; Ci = C. juiu; Ce = C. eleonorae.

- De maneira geral, nao houve diferencas significativas em elementos
ritmicos entre espécies troglofilas e troglobias, contradizendo assim as hipoteses
do estudo. Além disso, as diferenciacdes em elementos ritmicos entre espécies
nao foram claramente discerniveis, sugerindo que uma compreensaoc Mais
abrangente pode ser alcancada por meio de analise individual ou quando
segregadas por idade e sexo, potencialmente revelando correlagdes. Além disso,
um subconjunto de individuos exibiu ritmos infradianos, enquanto outros
exibiram ritmos circadianos, dificultando conclusdes definitivas sobre o fendtipo

circadiano dessas espécies que vivem em cavernas (Beale et al. 2016).
3.7.4 Consideracoes finais

As espécies de Charinus que habitam cavernas, submetidas a tratamentos

experimentais de luz constante (LL), escuridao constante (DD) e ciclos alternados
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de luz e escuridao (LD) neste estudo nao exibiram distin¢cdes claras em seus
ritmos entre espécies troglofilas e trogldbias. Esses resultados ressaltam a
dinamica complexa envolvida na determinacao e evolucao dos ritmos
circadianos dentro dessas populagcdes. Além disso, variacdes individuais nos
padrdes de atividade foram observadas, indicando uma diversidade nos perfis
comportamentais dessas espécies. A competicao por recursos alimentares,
provavelmente intensificada pelas restricdes oligotroficas observadas em
cavernas, surge como um fator potencial que molda esses padroes. Enquanto
alguns organismos mantém um ciclo circadiano, sua expressao se mostra
variavel, contradizendo expectativas anteriores e destacando a presenca de
ritmos infradianos. Isso desafia pesquisas anteriores sobre comportamento
cronobioldgico em cavernas, especialmente entre troglébios. Além disso, as
analises ressaltam a importancia de adotar uma abordagem mais individualizada
e considerar zeitgebers nao foticos para uma compreensao abrangente e

refinada dos ritmos neste grupo de organismos.

3.8. O meio subterraneo superficial e a conectividade biolégica no

sistema ferrifero de Carajas

Este subprojeto resultou na Tese de Doutorado de Daniel Reis Maiolino de
Mendonca, analista ambiental do ICMBio/Cecav. Ela foi defendida e aprovada em
novembro de 2023, junto ao Programa de Pds-Graduacao em Biotecnologia e
Biodiversidade da Universidade de Brasilia (UnB). A tese esta disponivel no

repositorio da UnB, no link http://repositorio2.unb.br/jspui/handle/10482/47750, e

também consta nos anexos a este relatorio.

- A Tese foi dividida em dois capitulos. O primeiro abordou a fauna
subterranea de artropodes que ocupa os vazios da matriz rochosa que envolve as
cavernas ferruginosas na regiao de Carajas, estado do Para, por meio de uma
abordagem inovadora envolvendo amostragem com armadilhas em furos de
sondagem. O segundo capitulo avaliou a estruturacao populacional de um
diplépode troglobio (Pseudoporatia sp., Diplopoda: Pyrgodesmidae) com ampla

distribuicao em cavernas na Formacao Ferrifera Carajas por meio de analises
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filogenéticas e filogeograficas baseadas no gene mitocondrial Citocromo

Oxidade subunidade | (coxl).
A seguir, apresentamos os destaques e principais resultados do subprojeto.
3.8.1. Resumo geral

Baseado na amostragem da fauna subterranea de artropodes que ocupa os
vazios da matriz rochosa que envolve as cavernas, o chamado Meio Subterraneo
Superficial (MSS), este trabalho teve como objetivo geral descrever o papel do
MSS na dispersao da fauna subterranea na formacao ferrifera de Carajas. Para
descrever a estrutura da comunidade e os padrdes de distribuicao de artropodes
do MSS de acordo com o tipo de isca utilizado, a profundidade e a sazonalidade
climatica na Formacao Ferrifera de Carajas, a metodologia aplicada baseou-se na
instalacao de armadilhas em furos de sondagem a fim de amostrar os animais
gue estao transitando pelas descontinuidades do MSS de acordo com tipo de isca
utilizada, profundidade e sazonalidade climatica. A amostragem total de
artropodes subterraneos resultou na coleta de 63 taxons. O tipo de isca
influenciou significativamente a comunidade de aranhas e 4&caros, a
profundidade apresentou relagao significativa com a riqueza da fauna total, bem
como outros grupos como Aranae e Colembolla. Por sua vez, a sazonalidade
climatica afetou significativamente acaros, dipteros e coledpteros, devido a
variacao nos indices pluviométricos, mas principalmente a variacao na proporgao
da zona vadosa e zona saturada no macico. A riqueza e composi¢cao de especies
foram afetadas significativamente pelas trés variaveis analisadas. As médias da
rigueza e composicao de espécies das amostras entre os furos de sondagem nao
evidenciaram a formacao de agrupamentos, indicando uma auséncia de
estruturacao da comunidade de artropodes do platd analisado. A fim de analisar
a estruturacao genética entre diferentes cavernas na Formacao Ferrifera Carajas
foram coletadas amostras de Pseudoporatia sp. (Diplopoda: Pyrgodesmidae),
encontrada comumente em cavernas ao longo da paisagem. Seu material
genético foi extraido e hierarquizado, a fim de observar a existéncias de
populagdes estruturadas ou até espécies cripticas. A analise filogenética de

Pseudoporatia sp. foi realizada com base em 198 sequéncias do gene
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mitocondrial Citocromo Oxidase | - COl. Baseado no mapa de haploétipos e no
numero de mutacgdes observadas entre as populacdes, foi possivel verificar que o
morfotipo estudado apresenta pouca ou nenhuma estruturacao genética
populacional dentro de um mesmo platdé ou serra. Contudo, de forma contraria,
as populacdes de areas disjuntas podem ser compostas por um pool de espécies
cripticas morfologicamente relacionadas, mas geneticamente diferentes. Estes
resultados sugerem a conectividade bioldgica subterranea em platés continuos
e demonstram a necessidade de considerar o MSS nos levantamentos faunisticos
na compatibilizacdo da conservacao da fauna subterranea e o desenvolvimento
de atividades minerarias na Floresta Nacional de Carajas, a fim de evitar a perda

liquida de espécies.
3.8.2. Introducao geral

No Brasil, existem seis areas com formacao ferrifera, localizadas nos estados
de Minas Gerais (Quadrilatero Ferrifero, Vale do Peixe Bravo e bacia do rio Santo
Antdénio), Para (Formacao Carajas), Mato Grosso do Sul (Formacao Urucum) e
Bahia (Caitité) (Carmo 2010, Carmo & Kamino 2015, Zampaulo 2015), sendo as
areas do Quadrilatero Ferrifero e a Serra de Carajas as duas areas mais
importantes em termos de producao de minério de ferro e niumero de cavernas

(Figura 50).

As formacdes ferruginosas sao areas com grandes depdsitos de minério de
ferro e sao consideradas de importancia econémica e de uso conflitivo. A
utilizacao do ferro em larga e a extracao do minério leva a perda ou degradacao
de elementos como o relevo, a paisagem, a capacidade de recarga dos aquiferos

e a biodiversidade, ou seja, altera o equilibrio ecolégico deste ambiente.

Ferreira (2005) descreveu a presenca de canaliculos como uma extensa
rede de espacos consolidados e conectados as cavernas, originado por
descontinuidades da propria rocha (Figura 50). A presenca dessas conexdes
subterraneas seria uma caracteristica marcante nos sistemas subterraneos
ferruginosos (Souza-Silva et al. 2011). Alguns pesquisadores relataram a ocorréncia
de artrépodes no interior de canaliculos (Andrade & Saback 2015, Soares et al.

2016), mas ainda sao poucas as publicacdes sobre o tema.
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Figura 50. Localizagao dos geosistemas ferruginosos do Brasil (SOUZA e CARMO, 2015), a
esquerda. Testemunho de furo de sondagem de canga em Carajas evidenciando os
canaliculos e demais falhas presentes no subsolo interceptadas pelos furos de
sondagem (direita).

Pesquisas focadas em padrdes ecoldgicos que tragam uma compreensao
mais ampla sobre a distribuicao das espécies no sistema subterraneo ferruginoso
e que contribuam para a interface entre conservagao e mineragcao ainda sao
escassas. Nesta perspectiva, esses estudos contribuem também para o
licenciamento ambiental, na medida em que podem aprimorar o instrumento
denominado Area de Influéncia de caverna estabelecido pela Resolucdo
CONAMA 347/2004. Em outras palavras, sdo necessarias abordagens
metodoldgicas para entender os habitats subterraneos como um todo, nao

apenas as cavernas, considerando o conjunto de elementos bidticos e abidticos.

Tendo em vista a possibilidade de conectividade subterranea na paisagem
ferrifera, este trabalho abordou a conservacao do ecossistema de campos
ferruginosos na Amazénia com base na utilizagao de técnicas de amostragem e
andlise de dados ecoldgicos e genéticos para a proposicao de modelos de

conservacao da paisagem.
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A area de estudo englobou a Formacao Ferrifera de Carajas, no Estado do
Para, no bioma Amazdnico. As atividades de campo ocorreram na Serra Norte e
Serra Sul, localizadas dentro da Floresta Nacional (FLONA) de Carajas; Serra da
Bocaina, dentro do Parque Nacional (PARNA) dos Campos Ferruginosos, e Serra

Leste, localizada fora de unidade de conservacao (Figura 51).
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Figura 51. Localizacao da FLONA Carajas (em amarelo), PARNA Campos Ferruginosos (em
verde), respectivas Serras (circulos em laranja) e sede dos municipios (circulos brancos).

No que se refere ao desenvolvimento da paisagem, a Formacao Ferrifera de
Carajas apresenta um padrao de relevo marcado pela presenca de serras de
topos aplainados, denominados de Planaltos Residuais do Sul da Amazdnia
(Valentim & Olivito 2011) e destaca-se pelo compartimento de topo das serras
acima de 700 m, sustentado pela formacao ferrifera e pelas coberturas de canga,
caracterizado pela vegetacao com fisionomia tipica do bioma Cerrado (Pil6 et al.
2015). Além da superficie de topo, merecem destaque as bordas dos platds, onde
a paisagem esta sendo erodida pelo intemperismo, revelando cavidades

anteriormente oclusas (Pilo et al. 2015). Nesta area, a ocorréncia das formacdes

RELATORIO FINAL




E CONSERVAGAO DE CAVERNAS
e ICMBiO-MMA

ferriferas e sua evolucao promoveram o desenvolvimento de diferentes unidades

da paisagem (Figura 52).

Figura 52. A - Matriz florestal nas areas onde nao ocorre a formacao ferrifera; B - Vista
geral do topo de um platd na regido de Carajas; C - Lagoas; D e E - Campos rupestres; F -
Canga, evidenciando sua porosidade, e G - Formagao savanica tipica de topo de platd
durante a estacao seca.

3.8.3. A comunidade de artropodes associada ao Meio Subterraneo
Superficial (MSS) no sistema ferrifero de Carajas e a influéncia de fatores
ecologicos estruturantes

Trata-se do primeiro capitulo da Tese, tendo resultado ainda em outras
publicagcdes (Figura 53) tais como um resumo expandido publicado no 35°
Congresso Brasileiro de Espeleologia, em 2019, que pode ser acessado pelo link

https://www.cavernas.org.br/wp-content/uploads/2021/07/35cbe_590-598.pdf:

um artigo publicado na Revista Brasileira de Espelologia, em 2023, que pode ser

acessado pelo link https://revistaeletronica.icmbio.gov.br/rebe/article/view/2365;

um resumo expandido especifico sobre a fauna de colémbolos, publicado no 37°

Congresso Brasileiro de Espeleologia, em 2023, que pode ser acessado pelo link
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http://www.cavernas.org.br/anais37cbe/37cbe_008-014.pdf: e ainda um resumo

publicado no Congresso de Gestao do Conhecimento e Sociobiodiversidade das

Areas Protegidas de Carajas CGBio, em 2024, disponivel no link

https:/wWww.even3.com.br/anais/cgbio/709882-a-amostragem-da-fauna-

subterranea-em-cavernas-e-suficiente-para-evitar-perda-liquida-de-especies-

no-meio-subterra/ . Todas as publicacées constam nos anexos a este relatério.
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Figura 53. Resumos expandidos (acima), artigo (abaixo, a esquerda) e resumo (abaixo, a
direita) resultantes do estudo descrito no primeiro capitulo da tese.

A seguir, apresentamos o0 resumo e 0s principais destaques do primeiro

capitulo da tese.

Resumo

Alguns estudos realizados em formacdes ferriferas no Brasil apontam para
a existéncia de uma fauna subterranea diversificada. A exploracao do sistema
subterraneo normalmente é restrita as cavernas, contudo, a evolucao de estudos

e o0 surgimento de ameacas a conservacao destes ambientes geram a
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necessidade de aprimoramento nas técnicas e abordagens mais amplas, além
do ambiente cavernicola. Desta forma este trabalho buscou analisar a influéncia
da profundidade e da sazonalidade climatica na estrutura da comunidade de
artropodes que ocupam o Meio Subterraneo Superficial (MSS) da formacao
ferrifera de Carajas/PA. O método de coleta foi testado quanto a eficiéncia de
diferentes tipos de isca. A metodologia aplicada baseou-se na instalacao de
armadilhas em furos de sondagem a fim de amostrar os invertebrados que
transitam pelas descontinuidades do MSS testando sua distribuicao espacial de
acordo com profundidade, sazonalidade climatica e tipo de isca utilizado. Foram
inseridas 5 armadilhas em 24 furos de sondagem previamente perfurados
totalizando 120 armadilhas em cada estacdo. Os dados obtidos foram
relacionados com variaveis como profundidade, tipo de isca e sazonalidade. A
amostragem total de artropodes subterraneos resultou na coleta de 63 taxons,
distribuidos em 5 Classes e 13 Ordens. Acaros, colembolos e coledpteras foram os
grupos mais diversos, além de mais bem distribuidos na amostragem. A
profundidade apresentou relacao negativa significativa com a riqueza da fauna
total, bem como para grupos especificos como Araneae e a Collembola. O tipo
de isca influenciou significativamente na coleta de espécies de aranhas e acaros.
A sazonalidade por sua vez afetou significativamente a presenca de acaros,
dipteras e coledpteras. A composicao de espécies demonstrou-se afetada
significativamente pelas trés variaveis analisadas, evidenciando sua influéncia na
estruturacdao da comunidade. Foi possivel observar que, de acordo com a
similaridade com base na riqueza e composicao de espécies, amostras de um
mesmo furo se mostraram mais similares do que amostras de furos diferentes.
Contudo este agrupamento mostra uma estruturacao muito fraca, evidenciando
gue ndo existem barreiras que levem a uma comunidade de artropodes do platd

analisado.
Objetivo geral

Descrever a estrutura da comunidade de artropodes do MSS de acordo
com variaveis ambientais e analisar a similaridade de espécies subterraneas em

um platdé na Formacao Ferrifera de Carajas.
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Objetivos especificos

- Testar o efeito do tipo de isca utilizado sobre a riqueza e composicao

observadas;

- Testar o efeito da profundidade sobre a riqueza e composi¢cao de espécies

observadas;

- Testar o efeito da sazonalidade climatica sobre a riqueza e composicao

observadas;

- Analisar a similaridade da comunidade do MSS ao longo da paisagem

estudada.
Destaques e resultados

- Os habitats subterraneos sao muito mais amplos do que apenas as
cavernas, e espécies troglobias podem utiliza-los de diferentes maneiras. Dentre
os diversos tipos habitats subterraneos, o que mais se assemelha as condi¢cdes
encontradas em formacodes ferriferas € o Meio Subterraneo Superficial (MSS). Este
corresponde a uma camada de fragmentos de rocha de diversos tamanhos,
recobertos com uma camada de folhico que mantem a umidade e permite a
entrada de organismos por meio de diversos pontos de fratura do material
encontrado entre a superficie e a rocha sa. O MSS é frequentemente conectado
tanto com o dominio hipdgeo profundo, como cavernas e rachaduras profundas
na rocha, quanto com o horizonte superficial do solo. Ademais, compartilham
varias caracteristicas ecoldégicas com cavernas, como auséncia de luz, baixo fluxo

de energia e uma relativa estabilidade microclimatica (Mammola et al. 2016).

- Uma das diferencas marcantes entre as diversas litologias existentes é a
potencial conectividade existente entre as macrocavernas. Essa permeabilidade
da rocha, especialmente nas carapacas de canga, indica a possibilidade de
transito da fauna no meio subterraneo em sistemas ferruginosos (Ferreira 2005,
Souza-Silva et al. 2011, Ferreira et al. 2015; Pilo et al. 2015). Estes autores observaram
gue conexodes subterraneas por meio de descontinuidades estruturais permitem

que diversas espécies, especialmente as troglobias, possam apresentar
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distribuicdées mais amplas, chegando a ocupar serras inteiras ou até mesmo

diferentes unidades geomorfoldgicas (Ferreira 2015).

- A realizacdo de sondagens para mapeamento geoldgico em
empreendimentos minerarios da a oportunidade de acesso a este sistema
subterraneo, complementando o levantamento faunistico realizado nas
macrocavidades. Assim, a utilizagao de metodologias de amostragem em furos
de sondagem perfurados em depdsitos de minério de ferro para coletar fauna
subterranea presente no MSS é essencial para o conhecimento e entendimento
destes habitats, bem como para a real compreensao de como estas comunidades

sao estruturadas (Ferreira et al. 2015).

- A atividade de campo do capitulo foi desenvolvida na Floresta Nacional
de Carajas/PA, no platd da Serra Norte denominado N3 (Figura 54). Armadilhas
de colonizacao com diferentes tipos de isca foram instaladas em furos de
sondagem a fim de amostrar a fauna subterranea que nao ocupa apenas as

cavernas, mas também o MSS. O desenho amostral esta ilustrado na figura 55.

- Para os pontos de coleta, optou-se por utilizar furos de sondagem ja
existentes ao longo do platd N3, uma vez que foram feitos para a realizacao de
pesquisas para verificacao do potencial minerario do local, formando uma malha
de furos cada vez mais proximas. Estes furos encontram-se permanentemente
fechados de maneira a diminuir a variacao dos elementos abidticos (temperatura
e umidade), bem como dificultar o contato de espécies da superficie. Os furos
utilizados na pesquisa foram perfurados semanas antes da colocacao das
armadilhas e encontravam-se em bom estado de conservacao, diminuindo os
custos do projeto. A localizagao dos furos de sondagem onde foram inseridas as

armadilhas esta representada na figura 56.
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Figura 54. Localizacao dos platés da FLONA Carajas, incluindo N3. Fonte: ICMBIo, 2018.

Figura 55. Desenho amostral da distribuicdo das armadilhas. A isca padrao € composta
apenas por folhico local esterilizado e a isca enriquecida corresponde a este folhico

acrescido de figado moido.
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Legenda:
Caverna com alta riqueza PLATO N3

Caverna

Isca enriquecida

Isca padrdo

Figura 56. Localizacao dos pontos de coleta em N3 de acordo com o tratamento utilizado.
Pontos em vermelho representam os furos que continham isca enriquecida. Os pontos
em verde representam os furos com iscas padrao, em amarelo sdo as cavernas e em
laranja, as cavernas com alta riqueza de espécies.

- Foram utilizadas 120 armadilhas, inseridas nos periodos chuvoso e no seco,
totalizando, portanto, 240. As armadilhas foram dispostas em grupos de 5 por
furo, distantes 5 metros entre si, espacialmente distribuidas em 24 furos de
sondagem selecionados. As armadilhas permaneceram nos furos de sondagem
por 8 semanas. Com a utilizacao destas armadilhas e a partir do desenho
amostral proposto, a rigueza e composicao de espécies podem ser
correlacionados ao nivel de armadilha ou furos de sondagem considerando-se os

tipos de isca, as estacgdes climaticas e a profundidade das amostras.

- Foram coletados organismos pertencentes a diversos taxons como
Oligochaeta, Gastropoda e Tricladida. Contudo, foram analisados apenas
artropodes. A amostragem total de artropodes subterraneos resultou na coleta
de 63 taxons, distribuidos em 5 classes e 13 ordens. As classes de artropodes
coletados foram: Arachnida, Entognatha, Insecta, Crustacea e Miryapoda.
Arachnida foi marcada pela alta riqueza de espécies de acaros (20 morfotipos),

seguida de Araneae (quatro morfotipos) e Opiliones (um morfotipo).
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- De forma geral, a riqueza total ndo apresentou relacao significativa com o
tipo de isca utilizada. No entanto, ao analisar grupos especificos, a riqueza de
Araneae foi maior nas armadilhas com iscas padrao, enquanto para os acaros a

rigueza foi maior nas armadilhas com iscas enriquecidas.

- Ao se observar a distribuicao vertical das espécies coletadas em todas as
amostras, foi possivel perceber uma riqueza decrescente a partir da superficieg,
evidenciando que a armadilhas superficiais, independentemente do tipo de isca
utilizada, apresentam uma maior riqueza de espécies do que as armadilhas mais
profundas. Assim, a profundidade € um fator estruturante e tem uma influéncia
negativa sobre a riqueza total de artrépodes subterraneos (Figura 57). De forma
complementar, dos 63 taxons coletados, apenas trés apresentaram
troglomorfismo aparente. Isso indica que a maioria das espécies que ocorrem Nno

MSS faz parte da fauna epigea e, portanto, com pouca adaptacao aos habitats

subterraneos.
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Figura 57. Boxplot da relacao entre a riqueza total de morfétipos que utilizam o habitat
subterraneo em relacao as profundidades estudadas (R2= 0.07078, P-value <0.001%).

- A fauna total ndo apresentou uma tendéncia Unica para a sazonalidade.
Contudo, a rigueza de morfoespécies de acaros foi maior na estacao seca
enquanto as de Diptera e Coleoptera foram maiores na estacao chuvosa. Devido
a peguena rigueza de morfoespécies troglomorficas, nao foi possivel verificar

alguma relacao ecoldgica entre estas espécies e as variaveis testadas.

- A composicao de espécies também foi influenciada. Analises de LME

apontaram relagdes significativas entre a diversidade e alguns fatores avaliados,
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sendo negativa com a profundidade e positiva com o uso de isca padrao (nao

enriquecida) e com a estacao seca.

- Trés morfoespécies apresentaram alguma caracteristica troglomorfica, o
Collembola Cyphoderus sp.l, encontrado em onze armadilhas, o besouro
Copelatus sp. nov., encontrado em trés, e o Miryapoda Pyrgodesmidae sp.l,
encontrado em apenas uma (Figura 58). Além disso, apos analises realizadas por
especialistas em alguns grupos taxondmicos, foi possivel detectar algumas
espécies ainda nao descritas coletadas neste trabalho (Figura 58). Estudos

posteriores permitirao a descricao formal das novas espécies

Staphylinidae:

Paederinae, Stilicopsina
gen. nov

Noteridae: Micropirita
gen. nov. sp.

Dytiscidae: Copelatus
Sp. Nov.

Rhodacaroidea: Digamasellidae,
Gen. N,

Figura 58: Espécies encontradas com alguma caracteristica troglomorfica, Cyphoderus
sp.1 (acima a esquerda), Copelatus sp.nov (acima, ao centro), Pyrgodesmidae sp.1 (acima,
a esquerda). Abaixo sao apresentadas algumas possiveis novas espécies identificadas no
estudo.
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- Ao plotar a ocorréncia das espécies novas ou troglomaorficas no mapa da
area de estudo, podemos notar uma distribuicao ampla, principalmente em
Copelatus sp. nov e Cyphoderus sp.l, ambos os taxons com caracteristicas
troglomorficas (Figura 59). Isso € um bom indicativo de possivel conectividade

dos habitats subterraneos na area estudada.

Taxons nao descritos/ Troglomorficos PLATO N3

Digamasellidae gen. nov. (acaro)

Noteridae gen. nov. (Coledptera)

Staphiylinidae gen. nov. (Coloptera)

Copelatus spn. (Coledptera) - troglomérfico

Cyphoderus sp (Colembola)- troglomérfico

Pseudoporatia sp (Diplopoda) - troglomérfico

< e
Figura 59: Ocorréncia de taxons novos e troglomodrficos encontrados na area de
estudo.

- Os resultados aqui apresentados corroboram com o trabalho de Zeppelini
et al. (2018), ao apontarem que a legislacao brasileira tem foco antropocéntrico,
pois considera apenas a possibilidade de levantamento da fauna subterranea em
locais acessiveis ao ser humano, reduzindo as oportunidades de estudos e

compreensao do meio subterraneo como um todo.

- A ocorréncia de taxons troglomorficos e ainda nao descritos nos furos de
sondagem demonstra a que a manutencao de areas de MSS, que promovem a
heterogeneidade de michohabitats e a possivel conectividade subterranea entre
macrocavidades, pode ser tao importante quanto a manutencao de cavernas
quando se abordam estratégias de conservacao da fauna subterranea. Dessa
forma, a amostragem de espécies em apenas uma parte do ambiente

subterraneo (cavernas), principalmente para licenciamento ambiental de
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atividades que ameacam o patrimdnio espeleoldgico, ndao é suficiente para
avaliar adequadamente sua biodiversidade e pode levar a perda de espécies,

devendo ser aprimorada.

3.8.4. Analise da estrutura genética de populacdes de Pseudoporatia sp.
(Diplopoda: Pyrgodesmidae) na Formacao Ferrifera de Carajas como indicativo

de conectividade do habitat subterraneo

Trata-se do segundo capitulo da Tese, e avaliou a estruturacao populacional
de um diplépode troglobio (Pseudoporatia sp., Diplopoda: Pyrgodesmidae) com
ampla distribuicao em cavernas na Formacao Ferrifera Carajas por meio de
analises filogenéticas e filogeograficas baseadas no gene mitocondrial
Citocromo Oxidade subunidade | (coxl1). A seguir, apresentamos os principais

destagues do estudo.

Resumo

A capacidade de uma determinada espécie de manter uma ampla
distribuicao espacial aumenta a chance dela se manter ao longo do tempo. Esta
premissa também influencia a longevidade de uma espécie que depende do
meio subterraneo. As formacodes ferriferas, como por exemplo a Formacao
Carajas, apresentam caracteristicas geoldgicas que resultam em um conjunto de
serras e platds independentes na paisagem contendo em seu subsolo fissuras,
descontinuidades e canais diminutos, que define o Meio Subterraneo Superficial
(MSS). Este fato explicaria, especialmente para a litologia ferrifera, casos de ampla
distribuicao espacial de espécies trogldbias, ou seja, que vivem exclusivamente
Nno ambiente subterraneo, incapazes de apresentar populacdes viaveis na
superficie. Neste contexto, a utilizacao de uma abordagem molecular em
populacdes de espécies com estas caracteristicas contribui para esclarecer a
funcionalidade ecoldégica destas conectividades analisando a diversidade
genética encontrada em populagdes em nivel local e regional, uma vez que a
paisagem, composta por platds ferriferos disjuntos, seria suficiente para impedir
a observacao de estruturagcao genética nas populacdes amostradas. Apds a
coleta e morfotipagem das amostras de Pseudoporatia sp. (Diplopoda:

Pyrgodesmidae) encontradas em cavernas ao longo da paisagem, seu material
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genético foi extraido e hierarquizado, a fim de observar a existéncias de
populagdes estruturadas ou espécies cripticas por meio de analises utilizando-se
o DNA Barcode. A analise filogenética de Pseudoporatia sp. foi realizada com
base nos grupos de sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | — cox
1, bastante utilizado em estudos iniciais de espécies nao modelo. Apds o
processamento de 198 amostras foi possivel comparar as linhagens por meio de
analises filogeograficas tanto em populagdes amostradas em cavidades de uma
mesma serra quanto entre cavernas de serras diferentes. Baseado no numero de
mutacdes observadas foi possivel verificar que o morfétipo estudado apresenta
pouca ou henhuma estruturacao genética populacional dentro de um mesmo
platd ou serra. De forma contraria, foi possivel observar que as populacdes de
outras serras podem ser compostas por espécies cripticas morfologicamente
relacionadas, mas geneticamente diferentes. As informacdes obtidas podem ser
utilizadas para a definicao taxondmicas das espécies de Pseudoporatia sp. que
existem nas diferentes localidades estudadas. O aumento no entendimento do
MSS de areas que envolvam a conservacao € a compatibilizacao com atividades
minerarias que ocorrem na Floresta Nacional de Carajas pode definir de uma
melhor maneira as necessidades das espécies troglobias durante a definicao de
areas necessarias para sua conservacao, a fim de evitar a perda liquida de

espécies.
Objetivo geral

Analisar a estruturacao genética entre as linhagens de Pseudoporatia sp.
(Diplopoda: Pyrgodesmidae) de diferentes cavernas na formacao ferrifera de

Carajas.
Objetivos especificos

- Analisar a estruturacao genética das linhagens de Pseudoporatia sp.
entre cavernas de uma mesma serra e entre cavernas das diferentes serras na

Formacao Carajas.
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- Gerar informacdes moleculares para auxiliar a descricao morfologica
como subsidio para futuras revisdes taxonémicas e verificacao de possiveis

espécies cripticas de Pseudoporatia sp.

- Analisar a distribuicao dos hapldtipos das amostras de Pseudoporatia sp

na paisagem e inferir a conectividade biolégica do meio subterraneo
Destaques e resultados

- Os Diplopoda atualmente compreendem 131 familias, 1.800 géneros e
12.000 espécies distribuidas mundialmente. Estes animais representam uma das
maiores classes, nao somente dentre os Myriapoda, mas também dentre o reino
animal. Eles aparentemente sao o terceiro maior grupo de Arthropoda terrestre,
apos os Insecta e os Arachnida (Enghoff et al. 2015). Dezesseis familias, 55 a 60
géneros e 250 espécies descritas ocorrem na Amazodnia (Adis 2002), onde
ocorrem principalmente em habitats florestais, basicamente no chao da floresta
(principalmente serrapilheira e madeira apodrecida). Habitos fossoriais, reducao
Ou auséncia de estruturas oculares e tegumentares, maior capacidade de
percepcao quimica (receptores) ou fisicas (membros alongados) representam
diferencas na morfologia e comportamento que conferem a estes organismos
pré-adaptacdes permitindo a ocupagao dos ambientes subterraneos (Shear
1973).

- Pyrgodesmidae representa uma das maiores e mais conhecidas familias
dentre os diplopodes, com aproximadamente 400 espécies e 170 géneros
(Jorgensen & Sierwald 2010), encontrados principalmente na regiao Pantropical.
As espécies em geral sdao caracterizadas pelo pequeno tamanho corporal (3-15
mm) e pela presenca de collum ampliado, o qual oculta completamente a cabeca
em vista dorsal (Hoffman 1982). Existem diversos registros de morfotipos
troglomaorficos em cavernas brasileiras, todavia a despigmentacao e auséncia de
estruturas oculares sao recorrentes na familia e isso dificulta a determinacao de

espécies realmente troglébias (Golovatch et al. 2006).

- Exemplares de Pyrgodesmidae com caracteristicas troglomorficas ja

foram registrados em cavernas na regiao de Carajas (Carste 2011). Os espécimes
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apresentam despigmentacao do tegumento, descalcificacdao da cuticula e
alongamento de antenas, carenas e apéndices locomotores. Contudo, a
determinacao de troglomorfismo € uma tarefa dificil, pois existem variacdes
morfoldgicas de diferentes estruturas que pode evidenciar esta relagao com o
ambiente subterrdneo em determinados grupos, mas ndo para outros. E
importante destacar que, embora tais caracteristicas demonstrem alguma
associacao ao ambiente subterraneo, nao sao determinantes de uma condicao
troglobia. Assim, refinamentos taxondmicos, analises moleculares e
levantamentos ecoldégicos no ambiente epigeo sao recomendados para

confirmar o status ecolégico-evolutivo das espécies.

- O sistema subterraneo em formacgdes ferriferas € marcado pela forte
conectividade, tanto entre cavernas quanto entre cavernas e a superficie, seja ela
por meio de descontinuidades na rocha, fissuras, fraturas ou canaliculos,
formando o MSS (Ferreira 2005), como foi visto no primeiro capitulo. Esses fatores
influenciam diretamente a possibilidade de estruturacdao genética nas
populacdes de espécies troglobias, uma vez que estes animais NAo sao capazes
de formar populacdes viaveis na superficie. Em um contexto mais amplo, a
geografia atual das formacdes ferriferas na regiao de Carajas auxilia o isolamento
entre populacdes de espécies troglobias, uma vez que é formada por platds
ferriferos isolados inseridos em uma paisagem de matriz florestal e que impede
a conexao fisica entre as formacdes ferriferas, impossibilitando assim a passagem
subterranea utilizada obrigatoriamente por estes animais. Desta forma, é
esperada uma forte estruturacao geneética entre as populacdes de espécies

troglobias encontradas em diferentes platos.

- A Serra de Carajas, area de estudo deste trabalho, embora esteja
parcialmente dentro de uma unidade de conservacao federal, possui cavernas
localizadas em regides de exploracao mineral, atividade prevista pela UC. Isso
acarreta risco constante de supressao ou impactos na area de entorno das
cavernas. Nesse contexto, estudos que abordem a real distribuicao de espécies e
populagdes, muitas vezes com ocorréncia extremamente restrita, auxiliam na

gestao do patriménio espeleoldgico na regiao (ICMBio 2018). Assim, estudos com
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uso de ferramentas moleculares surgem como uma nova abordagem capaz de
caracterizar melhor esses ambientes e detalhar de forma mais ampla a
importancia da conectividade entre cavernas para a conservacao da fauna

subterranea e da paisagem.

- A espécie selecionada corresponde a um diplépoda da familia
Pyrgodesmidae pertencente ao género Pseudoporatia (Figura 60) que, devido a
sua ampla distribuicao na area de estudo, deve se tratar de P. kananciue (Iniesta
et al. 2023). Outros critérios para a escolha foram a facilidade de identificacao
visual e coleta. Todo o material coletado nesse estudo, bem como exemplares
coletados em estudos de licenciamento ambiental e depositados na Colecao de
Invertebrados do Instituto Butanta, foram previamente comparados por
especialista no grupo anteriormente ao envio das amostras para extragao de
DNA. Isso garantiu que o estudo foi realizado com apenas um morfétipo com
ampla distribuicdo nas cavernas de toda a regiao ferrifera de Carajas. As analises
e resultados apresentados a seguir foram baseados em sequéncias parciais do
gene coxl de 198 individuos coletados em 15 cavernas em Serra Norte (sete no

platd N3, cinco no N4 e trés no N5), uma em Serra Sul, uma na Serra da Bocaina

e uma em Serra Leste.

Figura 60: Exempla de seudoporcltia sp. (Diplopoda: Polydesmida) sobre piso de
cavidade. Adaptado de Bioespeleo (2018).

- As relacdes filogenéticas inferidas por maxima verossimilhanca indicam a

existéncia de trés clados monofiléticos, geralmente concordantes com a
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ocorréncia dos individuos em cavernas de diferentes serras (com excecao de um
individuo coletado em uma caverna da Serra Sul, que se agrupou com individuos
da Serra Norte) (Figura 61). Analises de estimativas de fluxo génico baseadas em
estatistica F (Fsr) também indicaram alta estruturacao populacional e auséncia
de fluxo génico entre diferentes serras. Isso indica que a formacao disjunta entre
as serras e platés em formacao ferrifera numa matriz florestal pode representar

uma barreira geografica para a distribuicao espacial de espécies trogldbias.

ITV22663 N3 0054
[TV22677 N3 0074
ITV22657 N3 0052
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Figura 61: Reconstrucdo filogenética — maxima verossimilhanca. E possivel notar a
proximidade entre as amostras de cavernas em Serra Norte (poligono verde), bem como
notar a divergéncia entre cavernas de diferentes serras.

- Foi possivel observar também uma baixa estruturagcao populacional em
areas continuas de formacao ferrifera, indicando uma alta conectividade e a
possibilidade de migracao de individuos entre as cavernas de um mesmo platd,
ao ponto de ndo serem observadas diferenciacdes nas estruturas genéticas entre

as populacdes estudadas.
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- Esses resultados sao corroborados pela rede de haplotipos, com haplotipos
compartilhados entre individuos coletados em diferentes cavernas na Serra
Norte e Serra Sul. De maneira contraria, individuos coletados em cavernas na
Serra Leste, ocorrendo o mesmo na Serra da Bocaina, apresentaram hapldtipos
Unicos e separados por varios passos mutacionais daqueles de individuos

coletados em cavernas nas outras serras (Figura 62).

Platd S11C

000000000000000000

Platé N3 + N4 + N5 (Serra norte) + S11C (Serra Sul)

Legenda
A Elemento 1

A
Google Earth o T % Google Eqh
e it e 40km
Figura 62: Rede de haplotipos amostrados em populagdes de Pseudoporatia sp. na
formacao ferrifera de Carajas (acima) e imagem se satélite mostrando a localizagao das
cavernas onde os individuos foram coletados (abaixo).

- Anteriormente a realizacao deste estudo, os dados morfoldgicos e
taxondmicos analisados durante do licenciamento ambiental na regidao

indicavam a ocorréncia de apenas um unico morfotipo de Pyrgodesmidae com
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ampla distribuicdo nas cavernas da area de estudo. A partir dos dados
moleculares, foi possivel observar uma estruturacdao molecular entre as
populacdes amostradas nas diferentes serras, o que pode indicar a existéncia de
até trés espécies (uma para a Serra Norte, uma para a Serra da Bocaina e outra
para a Serra Leste) além de uma forte associacao de Pseudoporatia sp. com as

cavernas da formacao ferrifera.

- Andlises prévias, realizadas a partir de dados ndo publicados e
disponibilizados pelo Instituto Tecnoldgico Vale (ITV) de outras duas espécies
trogldbias com ampla ocorréncia na regiao de Carajas, indicam estruturacao
genética semelhante a aqui encontrada para Pseudoporatia sp. Tais analises
foram realizadas com sequéncias de coxl obtidas de individuos do Diplopoda
Glomeridesmus spelaeus e do amblipigeo Charinus ferreus, e em ambos 0s casos
ha indicios de diversidade criptica e espécies diferentes de acordo com a
distribuicao das cavernas em diferentes serras. Padrdes filogeograficos
semelhantes entre espécies nao relacionadas, em uma mesma regiao, sao fortes
indicativos de uma historia evolutiva compartilhada e moldada a partir do papel

das barreiras geograficas ali presentes.
3.8.5 Consideracoes finais

Os resultados encontrados neste estudo indicam o transito de espécies da
fauna total de artrépodes presentes no MSS, sendo também registrada a
presenca de espécies troglomorficas e o registros de novas espécies. Esse € um
importante indicativo de continuidade do habitat subterraneo e possivel
conectividade bioldogica entre diferentes cavernas em um mesmo platd
ferruginoso. E recomendada, portanto, a utilizacdo de metodologias semelhantes
para o inventario de fauna subterranea e possiveis monitoramentos bioldgicos
em processos de licenciamento ambiental de empreendimentos e atividades

potencialmente impactantes ao patrimoénio espeleoldgico.

As analises filogenéticas e filogeograficas indicaram diversidade criptica
em Pseudoporatia sp., com a possivel existéncia de até trés espécies nas
diferentes serras que compdem a regiao de Carajas. Como todos os individuos

analisados foram identificados, por especialistas, como um unico morfotipo, a

RELATORIO FINAL




I/ CECAV

CENTRO NACIONAL DE PESQUISA
E CONSERVACAO DE CAVERNAS

ICMBio-MMA

identificacao tradicionalmente realizada somente a partir de dados morfoldgicos
nao foi capaz de apontar a real diversidade existente no grupo. As analises prévias
realizadas para outras espécies (Glomeridesmus spelaeus e Charinus ferreus)
indicam preliminarmente um padrao semelhante, o que pode significar que a
diversidade criptica € a regra para espécies troglobias com distribuicao ampla na

regido de Carajas/PA.

Assim, os dados aqui apresentados corroboram a hipdtese de que ha
continuidade de habitat e conectividade bioldgica subterranea, e que espécies
troglobias eventualmente migram pelo ambiente subterraneo via MSS (ou este
pode ser até mesmo o principal habitat para algumas espécies) dentro de uma

mesma serra ou platds continuos na Formacao Ferrifera de Carajas.

Acdes de conservagao da fauna subterranea devem evitar focar apenas em
cavernas, mas também procurar avaliar os habitats subterraneos como um todo,
incluindo as areas de MSS circundantes. Reforca-se que as espécies troglobias
sao restritas ao ambiente subterraneo, mas nao se restringem as cavernas. De
maneira semelhante, diversas espécies trogldbias amplamente distribuidas e
atualmente consideradas uma uUnica entidade taxondmica podem consistir em
complexos de espécies. E fundamental que as estratégias de conservacdo e o
licenciamento ambiental de empreendimentos e atividades potencialmente
impactantes ao patrimoénio espeleoldégico sejam aprimorados e passem a
considerar tais aspectos, sob pena de subestimar a diversidade local e, até
mesmo, levar a extincdao de possiveis espécies cripticas ou linhagens

geneticamente isoladas.

9
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4. DIFICULDADES ENCONTRADAS DURANTE A EXECUGCAO DO PROJETO

Foram encontradas diversas dificuldades durante a execucao do projeto,

gue serao abordadas de maneira resumida a seguir

As espécies alvo do projeto sao de diversos grupos taxondmicos de
invertebrados, e muitas ndo estao nem sequer descritas até o momento. Muitas,
inclusive, podem ser considerados relictos filogenéticos e filogeograficos, nao
possuindo espécies filogeneticamente proximas que ja tenham sequéncias de
marcadores genéticos depositadas em bancos publicos. Assim, o0s
sequenciamentos gerados no presente projeto foram os primeiros para esses
grupos, e € comum que 0s primers existentes (muitas vezes desenhados para
diversos grupos ou, na melhor das hipodteses, para grupos proximos) nao

funcionem perfeitamente (ou simplesmente nao funcionem).

Assim, houve dificuldades para gerar as primeiras sequéncias, mesmo as
mitocondriais, que se repetiram (e geralmente foram mais desafiantes) nas
tentativas de sequenciamentos de marcadores nucleares. Essas dificuldades
ocorreram, de maneira geral, para todas as espécies alvo, mas foram geralmente
contornadas. Para as planarias (Tricladida) e os Collembola, no entanto, nao foi
possivel gerar sequéncias em quantidade e qualidade suficientes para a
realizacao das analises, e por isso os trabalhos resultantes foram baseados apenas

em dados morfoldgicos.

Ainda em relacao aos dados moleculares, os sequenciamentos gendmicos
também foram desafiadores. Foram geradas bibliotecas de um grande ndmero
de individuos de todas as espécies alvo de trogldbios da Formacao Jandaira e de
alguns da Formacao Carajas, € ainda estao sendo gerados dados genémicos de
Endecous potiguar. No entanto, o tipo de sequenciamento gendmico realizado a
época pelo ITV (denominado Genome Skimming) € mais adequado para geracao
de genomas mitocondriais e gera proporcionalmente menos sequéncias de DNA
nuclear. Todos os dados ja gerados sao disponibilizados em material anexo a este

relatorio.
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Apesar de suficientes para a geracao de mitogenomas (alguns foram
gerados, e estao disponibilizados no material anexo ao relatdrio — Figura 63), os
dados gerados a partir de Genome Skimming nao sao adequados para analises
populacionais e genéticas aprofundadas, que necessitam de muitos dados
nucleares. Assim, uma das ultimas acdes do projeto foi um remanejamento de
recursos para viabilizar a contratagcao de uma empresa especializada e o
sequenciamento gendmico por uma técnica mais adequada a realizacao de
analises gendmicas populacionais que dependem de dados nucleares — o GBS
(Genotyping by sequencing). Essa acao foi realizada em conjunto com outro
projeto apoiado com recursos de compensacao espeleoldgica e que compartilha
algumas espécies alvo, permitindo a geracao de grande quantidade de dados
gendmicos, por dois métodos distintos, de todas as espécies alvo de trogldbios
da Formacao Jandaira. Sao centenas de gigabytes de dados (disponibilizados em
material anexo a este relatdrio), que possibilitarao inUmeras analises e

publicacdes de alto impacto por muitos anos.
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Figura 63: Representacao grafica de genoma mitocondrial de espécie alvo do projeto.
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Houve dificuldades também para a realizagao dos trabalhos envolvendo
cronobiologia. Como ja foi relatado no item 3.7, um dos produtos inovadores
deste projeto foi o desenvolvimento de um software especifico, em codigo
aberto. Isso, por si so, ja explicaria boa parte das dificuldades relacionadas ao
desenvolvimento, testes e finalizacao do programa. Além disso, houve problemas
relacionados ao transporte dos espécimes desde os locais de coleta até o
CEBS/UFLA, em Lavras/MG (onde a estrutura para realizacdo dos experimentos
estd montada) e a adaptacao ao cativeiro até o inicio dos experimentos. Mesmo
com todo os cuidados necessarios, diversos individuos nao sobreviveram e isso
levou a mudancas, entre outras coisas, nhas espécies utilizadas. Originalmente, as
analises cronobioldgicas seriam realizadas com o grilo Endecous potiguar e o
Schizomida Rowlandius potiguar, mas foram realizadas (entre outras espécies)

com o amblipigeo Charinus potiguar.

Em relacao aos estudos na Formacao Carajas, como ja foi mencionado no
item 3.8, foi desenvolvida uma abordagem inovadora envolvendo amostragem
bioldgica com armadilhas em furos de sondagem. A adaptacao a metodologia
inicialmente aplicada na Australia e a confeccao das armadilhas foi um processo
bastante demorado. Além disso, durante a execucao das amostragens, algumas
armadilhas ficaram presas nos furos de sondagem e foram perdidas. Isso, no

entanto, ndao impediu a realizacao do estudo, conforme informado no item 3.8.

Ainda sobre a Formacao Carajas, a coleta de individuos das espécies alvo e
a geracao de sequéncias de DNA em quantidade e qualidade suficientes para as
analises também foi desafiadora. Como apresentado no item 3.8, a Unica espécie
para a qual foi possivel, neste projeto, realizar as analises filogenéticas e
filogeograficas necessarios, foi o diplopode Pseudoporatia sp. Apesar disso,
foram gerados sequenciamentos gendmicos, ainda nao analisados, que estao

disponiveis nos anexos a este relatorio.

Assim, apesar das diversas dificuldades encontradas durante a execugao
do projeto, elas foram adequadamente contornadas € nao houve prejuizo para o

alcance dos objetivos propostos inicialmente - como sera demonstrado a seguir.
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5. DISCUSSAO ACERCA DOS RESULTADOS DO PROJETO

Os principais resultados alcancados com a execuc¢ao do projeto foram
tratados de forma detalhada no item 3. No entanto, teceremos aqui alguns
comentarios e comparacao entre os resultados efetivamente obtidos e os

produtos originalmente planejados.

a. Compreensao apurada da constituicdo bidtica cavernicola da

Formacao Jandaira

Os estudos realizados durante o projeto envolveram espécies troglobias
aquaticas dos grupos Isopoda (Cirolanidae), Amphipoda (Mesogammaridae),
Tricladida (Hausera sp.) e terrestres (Hemiptera: Kinnaridae: Kinnapotiguara
troglobia). Entre outros aspectos, que serao discutidos nos proximos itens, foram
identificadas diversas linhagens cripticas que podem consistir em até 18 novas
espécies endémicas da regiao. Isso representaria um acréscimo de mais de 30%
sobre as 57 espécies trogldbias atualmente conhecidas para a area (Bento et al,,

2021).

O projeto abordou também as espécies troglofilas Endecous potiguar
(Orthoptera: Phalangopsidae), Rowlandius potiguar (Schizomida: Hubbardiidae),
Charinus potiguar (Amblypygi: Charinidae) e colémbolos do género
Trogolaphysa (Entomobryomorpha: Paronellidae), abordando aspectos
morfoldgicos, genéticos, bioacusticos e cronobiolégicos. Assim como Nos grupos
troglobios, foi identificada diversidade criptica que pode levar a descricao de até

trés novas espécies.

Esses estudos também geraram subsidios para uma avaliagdo mais
robusta do status ecoldgico-evolutivo dessas espécies, se troglobias ou
trogldfilas. Assim, em relagao aos grupos alvo do projeto, entende-se que o
objetivo de fornecer uma compreensdao apurada da constituicao bidtica

cavernicola da Formacao Jandaira foi plenamente alcancado.
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b. Compreensdao da diversidade dos taxons estudados e de sua

histéria evolutiva.

Como mencionado no item anterior, o projeto possibilitou uma
compreensao ampla da diversidade (incluindo a diversidade criptica) dos taxons

estudados e de sua histdria evolutiva.

No caso das espécies troglobias da Formacao Jandaira, as reconstrucdes
filogenéticas bayesianas com relégio molecular reforcaram a condicao de relictos
oceanicos dos isopodes cirolanideos e dos anfipodes do género Potiberaba, ao
apontar a divergéncia mais antiga entre as linhagens em periodo compativel
com o ultimo evento de regressao oceanica regionalmente bem documentado.
Essas reconstrucdes, aliadas as analises filogeograficas, indicaram uma
diversificacao moldada ainda pelas demais mudancas paleoclimaticas que
mMarcaram a regiao e estao intimamente relacionadas também com a origem do
préoprio bioma Caatinga. Por fim, no caso das espécies trogldbias, evidenciou-se
que a hidrografia (distribuicdo das cavernas em diferentes microbacias) e a
distribuicao das cavernas nos diferentes afloramentos calcarios (lajedos) foram
determinantes para a estruturacao genética observada, respectivamente, nos

taxons trogloébios aquaticos (isopodes e anfipodes) e terrestre (K. troglobia).

O mesmo pode ser dito das espécies trogldfilas da Formagao Jandaira (E.
potiguar e R. potiguar) cujo material coletado permitiu a geracao de sequéncias
de marcadores genéticos em quantidade e qualidade suficiente para a realizagcao

de analises filogenéticas e filogeograficas adequadas.

No caso dos colémbolos (Trogolaphysa sp.) e das planarias (Tricladida),
pelos motivos ja expostos anterioremente, nao foi possivel realizar tais analises.
No entanto, os estudos realizados, envolvendo principalmente dados
morfologicos, também contribuiram para a ampliagcdo do conhecimento sobre
esses taxons e sua conservacao, inclusive gerando subsidios importantes para a

descricao de novas espécies.

Em relacdo ao taxon troglébio estudado na Formacao Carajas,

Pseudoporatia sp. (Diplopoda: Pyrgodesmidae), os estudos realizados também
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permitiram uma compreensao mais apurada sobre a diversidade genética,

inclusive com a existéncia de diversidade criptica.

Por fim, embora nao tenha sido objetivo do projeto, estao sendo gerados
genomas completos de espécies cavernicolas da Formacao Jandaira em parceria

com o projeto Iridium Genomes (https:/www.iridiangenomes.com/) de algumas

espécies alvo. A iniciativa tem como objetivo gerar genomas completos de todas
as espécies descritas no planeta, e trabalha com diversos museus, universidades
e pesquisadores em todo o mundo. Até o momento, foram disponibilizados
arquivos brutos do sequenciamento (ainda nao curados e anotados) no banco de
dados publico National Center for Biotechnology Information

(https://ncbi.nlm.nih.gov/) para as espécies trogldbias de cigarrinha

Kinnapotiguara troglobia (numero de acesso PRINAIIS1955), anfipode
Potiberaba porakuara (PRINATI5I958) e planarias Hausera hauseri
(PRINATI51947) e Sluysia triapertura (PRINAITIGIG6ES), além do Schizomida
trogldfilo Rowlandius potiguar (PRINATI51959). Além do genoma completo, por
si sO, ser um produto importantissimo, quando devidamente curados e anotados

servirao de base para diversos estudos genéticos posteriores.

c. Determinacdao de padroes de distribuicdo de populacdes e
espécies de invertebrados troglébios aquaticos (Amphipoda,
Cirolanidae (Ilsopoda) e Tricladida) e terrestres (Kinnaridae
(Hemiptera: Fulgoromorpha), Collembola, Circoniscidae e
Caponiidae), além de espécies atualmente consideradas

trogléfilas (Rowlandius potiguar e Endecous potiguar).

Conforme observado nos resultados dos diversos subprojetos
apresentados no item 3, foram determinados padrdes filogenéticos e
filogeograficos (o que inclui a delimitacao das diferentes populagdes) para as
espécies troglébias aquaticas dos grupos Isopoda (Cirolanidae) e Amphipoda
(Mesogammaridae) e terrestre (Hemiptera: Kinnaridae: Kinnapotiguara
troglobia), além de espécies trogldfilas (E. potiguar e R. potiguar) da Formacao
Jandaira. O mesmo pode ser dito do taxon troglobio estudado na Formacao

Carajas, Pseudoporatia sp. (Diplopoda: Pyrgodesmidae).
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No entanto, isso nao foi possivel para os taxons de planarias (Tricladida) e
colémbolos (Collembola), na Formagao Jandaira, e para os isopodes das familias
Circoniscidae e para as aranhas da familia Caponiidae, na Formacao Carajas.
Como exposto anteriormente, nao foi possivel gerar sequéncias de DNA em
guantidade e qualidade suficiente para as analises. Como mencionado
anteriormente, entende-se que isso nao prejudicou o alcance dos objetivos do
projeto pois foram geradas informacdes, de outras fontes, para os referidos taxons
Oou outros que levaram a resultados igualmente satisfatorios e aplicaveis a

conservacao.

d. Proposicao de modelos de evolucgao biolégica para os taxons alvo,
a partir de dados de distribuicao, fluxo génico e tempo de

divergéncia entre as linhagens.

Como demonstrado nos resultados dos diversos subprojetos apresentados
no item 3, foram obtidos e utilizados dados de distribuicdo geografica e
sequéncias de marcadores genéticos na realizacao de analises filogenéticas e
filogeograficas que resultaram em informacdes de fluxo génico e tempo de
divergéncia para a maioria dos taxons alvo do projeto. Os resultados dessas
analises, junto com informacdes relacionadas principalmente a paisagem atual
(distribuicao das cavernas em relacao a hidrografia e afloramentos rochosos,
calcarios e ferruginosos) e a evolucao geolodgica e paleoclimatica, permitiram

inferir a evolugao bioldgica dos taxons alvo.

Os motivos pelos quais nao foi possivel realizar tais analises para todos os

taxons inicialmente propostos foram expostos anteriormente.

e. Proposicao de modelos de conectividade em ambientes
subterraneos aquaticos e terrestres na Formacao Jandaira, e
terrestre na Formacgao Carajas, baseados na dispersao da fauna

cavernicola.

Os resultados obtidos com os diferentes subprojetos indicam que a
hidrografia atual € um fator determinante para a estruturacao geneética dos

troglébios aquaticos na Formacao Jandaira. No entanto, a existéncia de fluxo
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génico entre diferentes localidades (cavernas ou nascentes carsticas) parece ser
bem mais restrita, e as analises indicam que isso pode ocorrer apenas entre
localidades geograficamente proximas (desde que em uma mesma microbacia

hidrografica).

No caso do meio subterraneo terrestre da Formacao Jandaira, a
distribuicao das cavernas nos diferentes lajedos foi o fator determinante para a
estruturacao genética encontrada em Kinnapotiguara troglobia. Mas, assim
como no ambiente aquatico, a ocorréncia de fluxo génico parece ser ainda mais
restrita e somente alguns lajedos abrigam uma unica populagao. Foi o caso do
lajedo do Rosario, em Felipe Guerra/RN, que pode ser considerado um hotspot
de biodiversidade subterraneo justamente por provavelmente abrigar dezenas
de cavernas interconectadas e que devem constituir um sistema bioldgico

subterraneo Unico.

No caso da Formacao Carajas, as analises realizadas com Pseudoporatia sp.
também fornecem indicios de que os platdés ferruginosos sao formacdes
geoldgicas analogas aos lajedos da Formacao Jandaira (e possivelmente em
outras formacdes calcarias). Ao agruparem varias cavernas geograficamente
proximas e possivelmente conectadas por espacos subterraneos de menores
dimensdes, tais formagdes provavelmente permitem o transito de diversas
espécies troglobias, e a estruturacao genética observada em K. troglobia e

Pseudoporatia sp. pode ser esperada para outras espécies trogldbias.

f. Proposicao de acdes voltadas a conservagido e gestio do

patrimonio espeleolégico das areas alvo.

Por fim, e conforme apresentado nos resultados dos subprojetos no item 3,
foram propostas diversas acdes voltadas a conservacao e gestao do patrimdnio
espeleoldgico nas areas alvo do projeto. Essas proposi¢cdes envolvem a
identificacao de areas prioritarias para a conservacao, sugestdes de
categorizacao do risco de extincdao das espécies nominais e das linhagens
cripticas identificadas, manejo das areas e cavernas onde as espécies ocorrem
(incluindo a geracao de subsidios para a elaboracao de planos de manegjo

espeleoldgicos em cavernas com proposta de uso turistico no Parque Nacional
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da Furna Feia/RN e no municipio de Felipe Guerra/RN), sugestdes de
aprimoramento da legislacao e do processo de licenciamento ambiental de
empreendimentos e atividades potencialmente impactantes ao patriménio
espeleoldgico, etc. A identificacao e geracao de subsidios para a descricao de
novas especies, por si so, pode ser considerada uma ag¢ao de conservagao pois
somente espécies descritas podem passar pelo processo oficial de avaliacao do
risco de extincao e serem incluidas em listas oficiais da fauna ameacada e

incluidas em Planos de Acao Nacionais (PAN), por exemplo.

Assim, considera-se que 0s objetivos e resultados inicialmente propostos
foram amplamente alcancados, ampliando o conhecimento sobre o patrimdnio
espeleologico e as espécies cavernicolas e gerando conhecimento aplicavel a sua
conservacao. Por fim, a execucao do projeto resultou em diversos avancos na
implementacao do Programa Nacional de Conservacao do Patriménio

Espeleoldgico (PNCPE), como sera discutido no item a seguir.

6. PRINCIPAIS AVANGCOS NA IMPLEMENTACAO DO PNCPE

O Programa Nacional de Conservacao do Patriménio Espeleoldgico
(PNCPE) foi instituido pela Portaria n° 358, de 30 de setembro de 2009, do
Ministério do Meio Ambiente, e tem como objetivo desenvolver estratégia
nacional de conservacao e uso sustentavel do patriménio espeleoldgico

brasileiro.
O PNCPE possui seis componentes, a saber:

- Componente 1 - Conhecimento do Patrimonio Espeleoldgico: visa o apoio
a geracao, sistematizacao e disponibilizacdao de informacdes sobre o Patriménio
Espeleoldgico do pais, apoiando a gestao com metas relacionadas a producao de

inventarios, a realizacao de pesquisas, tendo as seguintes metas iniciais:
1. Inventario Anual do Patrimdnio Espeleoldgico Nacional;
2. Diagnostico das Unidades Espeleoldgicas do Brasil; e

3. Programa de pesquisa aplicado a conservagao e manejo de cavernas.
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- Componente 2 - Conservacao do Patrimdnio Espeleoldgico: visa a
conservacao in situ dos ecossistemas, incluindo os servicos ambientais, bem
como definicao de agcdes para implementacao de instrumentos econdmicos para

a conservacao do Patrimoénio Espeleoldgico, tendo as seguintes metas iniciais:

1. Criagao 30 Unidades de Conservacao Federais com o objetivo de proteger

cavidades naturais subterraneas de significativa importancia ecoldgica e cénica;

2. Realizacao de estudos espeleoldgicos na elaboracao de Planos de Manegjo

nas Unidades de Conservacao federais.

- Componente 3 - Utilizacdao Sustentavel dos Componentes do Patrimodnio
Espeleoldgico: prioriza metas de uso sustentavel do Patrimdnio Espeleoldgico,
incluindo o ordenamento do espeloturismo e o apoio a praticas € negocios
sustentaveis que garantam a manutencao da geodiversidade e da
funcionalidade do patrimdnio espeleoldgico, tendo como meta inicial a
elaboracao de um programa de turismo sustentavel para as cavernas brasileiras,
incentivando a insercao do Brasil no cenario mundial da pratica de

espeleomergulho, com abertura do circuito nacional;

- Componente 4 - Monitoramento, Avaliacao, Prevencao e Mitigacao de
Impactos sobre o Patrimdénio Espeleoldogico: visa estabelecer e fortalecer
sistemas de monitoramento, de avaliacao, de prevencao e de mitigagao de
impactos sobre o Patrimoénio Espeleoldgico, apoiando inclusive processos de
recomposicao e recuperacao dos ecossistemas degradados e dos componentes
da geodiversidade, tendo como meta inicial a elaboracao de norma para
regulamentacao do uso do patrimoénio espeleoldgico com base no diagnostico
espeleoloégico brasileiro e em consonancia com os principios estabelecidos neste

Programa,;

- Componente 5 - Divulgacao sobre o Patrimdnio Espeleoldgico: objetiva
comunicar para os setores interessados informacdes sobre o Patrimdnio
Espeleolégico, com a participagcao da sociedade, comunidade cientifica, povos
indigenas, quilombolas e outras comunidades locais, no respeito a conservacao

do Patrimoénio Espeleoldgico, tendo as seguintes metas iniciais:
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1. Lancamento da Revista Brasileira de Espeleologia; e

2. Criagao e implementacao do Cadastro Nacional de Informacoes

Espeleoldgicas-CANIE.

- Componente 6 - Fortalecimento Institucional para a Gestao do
Patrimonio Espeleoldgico: objetiva o fortalecimento da infraestrutura, formacao
e fixacao de recursos humanos, criacdo de mecanismos de financiamento e
fortalecimento do marco-legal, tendo como meta inicial a realizagcdao do primeiro

curso de pos-graduacao lato senso em espeleologia do Brasil.

Uma das principais estratégias para auxiliar a execu¢ao do PNCPE € o apoio
a acdes e projetos que atendam a um ou Mais de seus componentes por Mmeio
do direcionamento de recursos de compensacao espeleoldgica. A Instrucao
Normativa ICMBio n° 01/2017, que regulamenta as chamadas “outras formas de
compensacao espeleoldgica” que resultam nos Termos de Compromisso de
Compensacao Espeleoldgica (TCCEs) afirma, em seu art. 3° inciso Il, que as outras
formas de compensacao compreenderao a implementacao de agdées do PNCPE.
Assim, 0s projetos apoiados com recursos de TCCEs devem entregar resultados

que, de fato, contribuam para isso.

Nesse contexto, discutimos abaixo como a execucao do projeto contribuiu

para a implementacao de cada um dos componentes do PNCPE.
Componente 1do PNCPE

O componente 1 do PNCPE visa a geragao, sistematizagao e
disponibilizacao de informacdes sobre o Patrimdnio Espeleolégico do pais,
incluindo a realizacdo de pesquisas. Com a execuc¢ao deste projeto, foram
realizados oito subprojetos que resultaram, até o momento, na publicacao de trés
teses de doutorado, cinco dissertagcdées de mestrado, cinco artigos cientificos
(quatro deles em revistas internacionais nivel Qualis/CAPES A), oito resumos em

anais de congressos (dois deles premiados), uma cartilha e um software.

Esses produtos, por si s, sao suficientes para atestar o atendimento a esse
componente, mas também tém implicagdes nos outros componentes — como

sera abordado a seguir.
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Componente 2 do PNCPE

O componente 2 do PNCPE objetiva a conservagcao in situ dos
ecossistemas, incluindo os servicos ambientais, bem como definicao de acdes
para implementacao de instrumentos econdmicos para a conservacao do
Patrimoénio Espeleoldgico. Além de ag¢des voltadas a criagao de unidades de
conservacao (UC) com foco na protecao de cavernas, esse componente também

visa apoiar a gestao das UCs ja instituidas.

As duas linhas foram atendidas pelo projeto. Um dos resultados do
subprojeto apresentado no item 3.1 foi a identificagcao de areas prioritarias para a
conservacao da diversidade genética de alguns taxons alvo do projeto, gerando
subsidios para a delimitagao de uma UC na regiao dos municipios de Felipe
Guerra e Governador Dix-Sept Rosado, a maior concentracao de cavernas no

estado do Rio Grande do Norte (RN).

Além disso, o projeto envolveu quatro UCs — a Floresta Nacional de Carajas
e o Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no Para, e o Parque Nacional da
Furna Feia/RN e o recém criado Monumento Natural Estadual Cavernas de
Martins, no RN. As informacdes geradas pelo projeto certamente poderao ser
utilizadas na elaboracao ou atualizagcao dos planos de manejo dessas unidades.
Pelo menos uma dessas UCs, o PARNA da Furna Feia, de fato ja utilizou
informacdes gerados no projeto para a elaboracao do plano de manejo e

zoneamento da UC (para mais informacdes, visitar https://www.gov.br/icmnbio/pt-

br/assuntos/biodiversidade/unidade-de-conservacao/unidades-de-

biomas/caatinga/lista-de-ucs/parna-da-furna-feia).

Componente 3 do PNCPE

O componente 3 do PNCPE prioriza metas de uso sustentavel do
Patrimoénio Espeleoldgico, incluindo o ordenamento do espeloturismmo. Como
mencionado anteriormente, embora nao fosse especificamente um dos
objetivos do projeto, as informacdes geradas subsidiaram a elaboracao de, até o

momento, planos de manejo espeleoldgico para as cavernas Furna Nova, no
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Parque Nacional da Furna Feia/RN, e caverna dos Crotes, em Felipe Guerra/RN

(Figura 64).
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Brasilia/DF, junho de 2022 Brasilia/DF, janeiro de 2023.
Figura 64: Capas dos planos de manejo espeleoldgicos da caverna dos Crotes, em Felipe

Guerra/RN, e da Furna Nova, no Parque Nacional da Furna Feia/RN.
Componente 4 do PNCPE

O componente 4 do PNCPE visa estabelecer e fortalecer sistemas de
monitoramento, de avaliacao, de prevencao e de mitigagao de impactos sobre o
Patrimdnio Espeleoldgico. No que tange a avaliacao e prevencao de impactos ao
PE, uma das principais acdes € a avaliagcao oficial do risco de extincao das
espécies. No caso da fauna, o ICMBIo € o responsavel por conduzir a etapa técnica
da avaliagao e subsidiar o Ministério do Meio Ambiente e da Mudang¢a do Clima
para a elaboracao e publicacao periddicas de portaria com a lista oficial das
espécies ameacadas de extingcao. Esse processo direciona varias acdes de
conservacao, como a criacao de UCs e a elaboracao de Planos de Acao Nacionais
(PANS).
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Nesse sentido, o presente projeto resultou na geracao de subsidios para a
avaliacao do risco de extingao de varias das espécies (e linhagens cripticas) alvo,

particularmente espécies troglobias da Formacao Jandaira.
Componente 5 do PNCPE

O componente 5do PNCPE é focado na divulgacao, objetivando comunicar
para os setores interessados informacdes sobre o Patrimoénio Espeleoldgico, com
a participacao da sociedade, comunidade cientifica, povos indigenas,

quilombolas e outras comunidades locais.

Como mencionado para o componente 1, o projeto resultou, até o
momento, na publicacdao de trés teses de doutorado, cinco dissertacdes de
mestrado, cinco artigos cientificos, oito resumos em anais de congressos, uma
cartilha e um software. Além de atingir a comunidade cientifica com as referidas
publicacdes, a cartilha resultante do projeto apresentado no item 3.1 foi utilizada
em um processo de capacitacao de professores da rede publica nos municipios
de Felipe Guerra e Barauna, no RN, sendo também utilizada em atividades de

extensao da UFERSA e distribuida a milhares de alunos.
Componente 6 do PNCPE

O componente 6 do PNCPE visa o fortalecimento institucional para a
gestdao do patrimdnio espeleoldgico, objetivando o fortalecimento da
infraestrutura, formacao e fixacao de recursos humanos. Além da aquisicao de
diversos equipamentos que fortaleceram a infraestrutura das instituicdes
executora e parceiras, a execucao do projeto resultou, principalmente, numa forte

ampliacao na formacao de recursos humanos.

Foram formados trés doutores com a execuc¢ao do projeto, dois deles
analistas ambientais do ICMBio/Cecav. Isso certamente contribuird para a uma
melhor execucao de suas atribuicdes e com o cumprimento da missao
institucional do ICMBio/Cecav. Além disso, houve uma ampliacdo muito
significativa na quantidade de pesquisadores com formacao na area de
bioespeleologia na Formacao Jandaira. Antes do inicio do projeto, havia apenas

dois mestres e um bidlogo graduado, e atualmente sao trés doutores, cinco
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mestres e um graduado, além de dois estudantes de iniciagcao cientifica que
atuaram indiretamente nos subprojetos. E importante frisar que trés dos cinco
mestres formados durante o projeto estdo atualmente cursando doutorados,
todos aprofundando as pesquisas iniciadas neste projeto, o que indica que as

acdes tém tido continuidade.
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Fica aqui registrada a torcida para que esses jovens pesquisadores continuem
fascinados pelas cavernas e sua biodiversidade Unica, ampliando o

conhecimento sobre o patrimodnio espeleoldgico e lutando por sua conservagao.
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