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... Um fato geologico nos sertoes do Norte substituia, em seguida, estes acidentes, no criar idénticos empecilhos. Assim
transposta a paisagem, o solo descai para o sitio da Varzea, aparentando travessia facil, mas realmente dificilima para
uma tropa nas agitagoes do combate. Larga camada calcdarea derrama-se por ali, aspérrima, patenteando notavel
fenomeno de decomposi¢do atmosférica. Broqueadas de infinitas cavidades tangenceando-se em bordas de quinas vivas e
cortantes, sarjadas de sulcos fundos de longas arestas rigidas e finas, feito ldminas de facas, eri¢cada de ressaltos
pontiagudos; duramente rugosa em todos os pontos; escavando-se salteadamente em caldeiroes largos e brunidos,
patenteia impressionadoramente o influxo secular dos reagentes enérgicos, que longamente a trabalham. Corroeram-na,
e perfuraram-na, e minaram-nas as chuvas dcidas das tempestades, depois das secas demoradas. Ela reflete, imovel e
corroida, a agitagdo revolta das tormentas. Pisando naqueles estrepes unidos e fortes, estragoar-se-iam as mais resistentes
botas e ndo haveria resguardos para topadas e tombos perigosissimos...

Fuclides da Cunha, em “Os Sertdes”
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RESUMO GERAL

Cavernas sempre despertaram a curiosidade dos cientistas em fun¢do dos troglobios,
organismos exclusivamente subterraneos que frequentemente apresentam distribuicao restrita e
elevados niveis de endemismo. Eventos paleoclimaticos tém sido apontados como os principais
responsaveis pela origem de espécies trogldbias, e o oeste da formagdo Jandaira, nordeste do
Brasil, alia a ocorréncia de extensas areas carsticas, enorme concentragdo de cavernas e
aquiferos subterraneos em uma regido atualmente semidrida. Essa regido ¢ reconhecida pela
riqueza e concentracao de espécies troglobias, algumas das quais (isOpodes, anfipodes e
hemipteros) possuem distribui¢@o relativamente ampla em areas geoldgica e hidrologicamente
distintas. Por meio de analises filogenéticas e filogeograficas, objetivamos avaliar os padroes
de variacdo genética desses taxons, investigar possivel diversidade criptica e delimitar
Unidades Taxonomicas Operacionais (UTO’s), bem como indicar os fatores que possivelmente
influenciaram sua diversificacdo. Além disso, objetivamos avaliar o estado de conservacao das
linhagens e identificar dreas prioritarias para sua conservagdo. Com excec¢ao de Cirolanidae
sp.1 (Isopoda), os demais grupos apresentaram extensa diversidade de linhagens cripticas e,
além da identificagdo de trés UTO’s para Cirolanidae sp.2 e cinco para Potiberaba
(Amphipoda), Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera) provavelmente ¢ um complexo com sete
espécies cripticas, com linhagens restritas as microbacias (tdxons aquaticos) e lajedos
(Kinnapotiguara). Somente uma pequena parcela das linhagens encontra-se em areas
protegidas, enquanto a maioria ocorre em areas expostas a ameagas antropicas e podem ser
consideradas ameagadas de extingdo: Cirolanidae sp.l foi categorizada como Vulneravel,
enquanto Cirolanidae sp.2 possui uma linhagem Menos Preocupante (LC) e duas Criticamente
Ameagadas (CR). Para Potiberaba, ha duas linhagens LC, uma Em Perigo (EN, P. porakuara)
e duas CR, e, para Kinnapotiguara, hé quatro linhagens EN e trés CR (incluindo K. troglobia).
Foram identificadas duas areas prioritdrias para conservag¢do dessas linhagens, com destaque
para a regido 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, € 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 conservagao.

Palavras-chave: Cavernas, Caatinga, Cox1, Delimitacdo de linhagens, Educagdo Ambiental,

Espécies ameacadas, Estado de conservacgao.



GENERAL ABSTRACT

Caves have historically attracted attention of scientists due to troglobites, exclusively
subterranean organisms that often have restricted distribution and high levels of endemism.
Paleoclimatic events have been pointed out as the main responsible for the origin of troglobitic
species, and the west of the Jandaira formation, northeast of Brazil, combines the occurrence
of extensive karst areas, huge concentration of caves and subterranean aquifers in a region that
is currently semi-arid. This region is recognized due to the richness and concentration of
troglobitic species, some of which (isopods, amphipods and planthoppers) have a relatively
wide distribution in geologically and hydrologically distinct areas. Through phylogenetic and
phylogeographic analyzes, we aim to assess the patterns of genetic variation of these taxa,
investigate possible cryptic diversity and delimit operational taxonomic units (OTU’s), as well
as indicate the factors that possibly influenced their diversification. In addition, we aim to assess
the conservation status of the lineages and identify priority areas for their conservation. With
the exception of Cirolanidae sp.1 (Isopoda), the other taxa showed extensive diversity of cryptic
lineages and, in addition to the identification of three OTU’s for Cirolanidae sp.2 and five for
Potiberaba (Amphipoda), Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera) probably is a complex with
seven cryptic species, with lineages restricted to microbasins (aquatic taxa) and outcrops
(Kinnapotiguara). Only a small portion of the lineages are found in protected areas, while the
majority occur in areas exposed to anthropic threats and can be considered endangered:
Cirolanidae sp.1 was categorized as Vulnerable, while Cirolanidae sp.2 has one Least Concern
(LC) and two Critically Endangered (CR) lineages. For Potiberaba, there are two LC, one
Endangered (EN, P. porakuara) and two CR lineages, and, for Kinnapotiguara, there are four
EN and three CR (including K. troglobia) lineages. Two priority areas were identified for the
conservation of these lineages, with emphasis on the region of Abreu stream microbasin and
Rosério outcrop, in Felipe Guerra municipality, which harbor half (eight, six of which are
endemic) of the identified lineages. The Rosario outcrop, which can be considered a cave
system and harbor 24 troglobitic species, is a new hotspot of subterranean biodiversity. Finally,
we present the booklet “Vida nas CaveRNas”, designed as an educational strategy with the aim
of arousing interest in caves, their inhabitants and their conservation.

Keywords: Caves, Caatinga, Conservation status, Cox1, Environmental Education, Lineages

delimitation, Endangered species.
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INTRODUCAO GERAL

O meio subterraneo compreende os espacos interconectados do subsolo, formados em
rocha maciga e preenchidos por agua ou ar (Juberthie, 2000). As por¢des do ambiente
subterraneo acessiveis ao ser humano sdo chamadas de cavernas, e tém como caracteristicas
gerais a auséncia permanente de luz, tendéncia a temperatura constante e alta umidade nas
regidoes mais distantes das entradas (Culver, 1982).

A auséncia de luz impossibilita o desenvolvimento de organismos fotossintetizantes e
producdo primaria, de forma que as teias troficas subterraneas sdo essencialmente dependentes
de recursos aloctones (Ferreira et al., 2007). Menos frequentemente, ha comunidades que se
estruturam com base em raizes que atingem os sistemas subterraneos (Howarth. 1983) e,
raramente, a partir de matéria organica gerada por quimiossintese (Kumaresan et al., 2014).
Devido a tais limitacdes, cavernas foram consideradas por muito tempo ambientes
oligotroficos, extremos e incapazes de abrigar uma fauna diversificada, ja que limitariam o
estabelecimento de inimeras espécies € permitiriam a colonizagao apenas por organismos com
pré-adaptagdes 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) e/ou completar seu ciclo de vida dentro ou fora de cavernas
(troglofilos). Entretanto, algumas espécies sdo restritas ao ambiente hipdgeo (trogldbios),
geralmente apresentando especializagdes (e.g. morfoldgicas, fisiologicas, comportamentais)
que se fixaram em fung¢do de pressoes seletivas existentes nesses ambientes ou da auséncia de
pressoes tipicas de ambientes superficiais (Sket, 2008; Culver e Pipan, 2009). No entanto, tais
adaptagdes podem levar também a uma perda na capacidade dispersiva, favorecendo o
isolamento de linhagens e a especiagdo e, assim, os troglobios frequentemente apresentam
distribuicao restrita e elevados niveis de endemismos, independente da escala de avaliagdo
(Gilbert e Deharveng, 2002; Mammola et al., 2015). Em funcdo disso, cavernas sempre
despertaram a curiosidade dos pesquisadores e sdo importantes ambientes para a realizacdo de
estudos ecoldgicos e evolutivos (Culver e Pipan, 2009; Juan et al., 2010).

O Brasil possui mais de 21.000 cavernas cadastradas e o Rio Grande do Norte (RN) ¢
atualmente o 4° Estado em quantidade de cavidades (1.284), cuja maioria esta nos calcérios do
Grupo Apodi/Formagado Jandaira (CANIE/CECAYV, 2020). Essa formacao corresponde a uma
rampa carbonatica, depositada sob regime marinho transgressivo no Cretaceo superior, que

aflora em quase toda a por¢ao emersa da Bacia Potiguar, ocupando uma area de mais de 13.000
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km? no Norte do RN e Nordeste do Ceard (Bezerra et al., 2007) (Figura 1). No oeste da
Formagao Jandaira sdo comuns afloramentos calcérios intensamente carstificados (conhecidos
localmente como lajedos), que concentram a quase totalidade das mais de 1.000 cavernas
conhecidas na regido (Cruz et al., 2010; CANIE/CECAYV, 2020; Rabelo et al., 2020).

Com toda essa diversidade de ambientes subterraneos, ¢ de se esperar que a fauna,
principalmente de invertebrados, também seja diversa. De fato, estudos t€ém apontado o oeste
da formacao Jandaira como uma das regides mais relevantes do ponto de vista bioespeleologico,
com riqueza e diversidade compardveis a outras regides carsticas e pseudocarsticas brasileiras,
destacando-se pela quantidade de espécies troglobias e estigdbias (como também sao
conhecidos os troglobios aquaticos) (Bento et al., 2021). Inclui-se ai os unicos relictos
oceanicos atualmente conhecidos no pais, que sdo organismos que evoluiram a partir de
ancestrais marinhos "aprisionados" em espacos subterraneos apds eventos pretéritos de
transgressao e posterior regressdo oceanica (Ferreira et al., 2010; Fisér et al., 2013; Hoch e

Ferreira, 2013; Bento et al., 2016; Souza et al., 2018; Bento et al., 2021).

38’0“0"W 37°0:0"W 36°0'0"W 35°0:0"W
Cearé\; 1 Oceano
it /”‘»— _____Atlantico
Brasil™ =N
E f Rio Grande
. gk __ do Norte \
Area de estudo L 7 . \
(2} [ / G = 7}
53 T . ° > e 4 LS
o o
in s ” * - .‘ . &
o0
e 8 °
s® s
Y “S”c
©
° 4 o ' 4
°
' ..' [ X 2
e ° °
o ° s [}
=3 L Lo
= ° “ : ° £
© ©
o ° °
® ° b =)
. .t o
— o,
r &
e Cavernas — ) o ]
- - i 0 20 40 80 120
\ Formacgao Jandaira ——— ,
T QUILOME TROS
T T T T
38°0'0"W 37°0'0"W 36°0'0"W 35°0'0"W

Figura 1. Distribui¢do das cavernas atualmente conhecidas nos estados do Rio Grande do Norte
e Ceara, com destaques para a formagao Jandaira e a area de estudo (oeste da formagado
Jandaira).

Ha o registro de 75 morfoespécies troglomorficas na formagao Jandaira (Ferreira et al.,

2010; Bento et al.,, 2016; Bento et al., 2021). Desse total, apenas seis estdo descritas:

Kinnapotiguara troglobia Hoch & Ferreira, 2013 (Hemiptera: Fulgoromorpha: Kinnaridae),
13



novo género e o segundo registro de um Kinnaridae troglobio no Brasil (Hoch e Ferreira, 2013);
Seborgia potiguar Fisér, Zagmajster & Ferreira, 2013 (Amphipoda: Seborgidae) e Potiberaba
porakuara Fisér, Zagmajster & Ferreira, 2013 (Amphipoda: Mesogammaridae), primeiros
registros de tais familias na América do Sul, sendo a segunda um novo género (Fisér et al.,
2013); Newportia potiguar Azara & Ferreira, 2014 (Scolopendromorpha: Scolopocryptopidae)
(Azara e Ferreira, 2014); Hausera hauseri Leal-Zanchet & Souza, 2014 (Tricladida:
Dimarcusidae), novo género e primeiro registro da subordem Cavernicola na América do Sul
(Leal-Zanchet et al., 2014); e Sluysia triapertura Leal-Zanchet & Souza, 2018 (Tricladida:
Uteriporidae), o primeiro registro de uma planaria da subordem Maricola trogldbia (Souza et
al., 2018). A grande quantidade de novos géneros (quatro dentre as seis espécies descritas)
demonstra o elevado grau de desconhecimento sobre a fauna cavernicola Neotropical, além de
destacar a grande relevancia da area ao revelar numerosas espécies pertencentes a novos taxons
acima de espécie.

Enquanto a maioria das morfoespécies troglobias conhecidas nessa regido tem
distribuicao restrita, como observado para outras regides do mundo (Holsinger, 2000), quatro
taxons t€m ocorréncia relativamente ampla (Ferreira et al., 2010; Bento et al., 2016; Hoch e
Ferreira, 2013; Fisér et al., 2013; Bento et al., 2021): 1) duas espécies de isopodes cirolanideos,
ainda ndo 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 regido dos cirolanideos (Ferreira et al., 2010; Fisér et al., 2013; Bento et al., 2016; Bento
et al., 2021); e 1ii) a cigarrinha troglobia K. troglobia Hoch & Ferreira, 2013 (Hemiptera:
Kinnaridae), com ocorréncia em varias cavernas em uma area de cerca de 50 km? nos
municipios de Felipe Guerra/RN e Governador Dix-Sept Rosado/RN (Hoch e Ferreira, 2013;
Bento et al., 2016; Bento et al., 2021) (Figura 2).

A diversidade desses artrépodes troglobios e sua distribui¢do relativamente ampla, em
uma regido atualmente semidrida marcada por mudangas paleoclimaticas (incluindo
transgressoes e regressdes oceanicas) (Fisér et al., 2013; Rosseti et al., 2013; Souza et al., 2018),
tornam-nos 6timos modelos para testar padroes evolutivos e de diversificagdo em ambientes
subterraneos aquaticos e terrestres na Caatinga. Nesse contexto, 0s avanc¢os na geracao e analise
de dados moleculares tém contribuido para a compreensdao dos padrdes geograficos da

biodiversidade (Niemiller et al., 2013).
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Figura 2. Téxons troglobios com ampla distribuicdo em cavernas na regido Oeste da formagao
Jandaira: duas espécies de isOpodes cirolanideos ainda nao descritas (A e B), o anfipode
Potiberaba sp. (C) e a cigarrinha Kinnapotiguara sp. (D). As barras brancas no canto inferior
direito em cada imagem correspondem a 1 mm.

Multiplas espécies ou linhagens morfologicamente semelhantes e geneticamente
distintas (muitas vezes classificadas como uma unica espécie com ampla distribui¢ao) 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). Além da evolu¢do de morfologias semelhantes via evolugdo
convergente, ou paralela, em grupos relacionados (Culver e Pipan, 2009), a estabilidade de
habitats subterrdneos e sua conectividade limitada podem promover elevados niveis de
endemismo (Gibert e Deharveng, 2002; Verovnik et al., 2003; Finston et al., 2007).

Os crustaceos cirolanideos e anfipodes sdo 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
dispersdo e distribui¢do ampla se comparados aos troglobios terrestres, principalmente em

funcdo da possibilidade de conexdo por meio de aquiferos subterraneos (Culver et al., 2009).
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No entanto, varios estudos moleculares tém revelado que espécies estigobias podem ser
compostas por varias populagdes 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 (Trontelj et al., 2009; Fiser et al., 2018).

No caso de K. troglobia, foram identificadas pequenas varia¢cdes na morfologia genital
masculina entre individuos de diferentes cavernas que podem ser indicios de especiacdo, e a
ocorréncia em cavernas de ambas as margens do rio Apodi-Mossord pode representar uma
barreira biogeografica a ser testada (Hoch e Ferreira, 2013). Da mesma forma, diferentes
tributarios desse rio também podem desempenhar papel de barreira a dispersdo. Embora
possivelmente exista conectividade no ambiente terrestre entre cavernas na regido, que seria
mantida por um sistema de micro e mesocavidades que possibilitaria o fluxo génico entre as
populagdes (Hoch e Ferreira, 2013), ¢ provavel que isso ocorra apenas em escala local
(Mammola et al., 2016; Pipan e Culver, 2017).

A provavel existéncia de linhagens cripticas tem implicagdes ainda para a conservagao,
pois elas tém distribuicdo geografica mais restrita, sendo mais provavel que todas as suas
populagdes estejam simultaneamente ameacadas (Bickford et al., 2007; Niemiller et al., 2013).
Além disso, diferentes linhagens cripticas podem ter niveis de ameagas 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 estdo distribuidas nas cavernas e nascentes
carsticas no oeste da Formagdo Jandaira. Consiste, ainda, na primeira analise filogeografica
molecular comparada com invertebrados troglobios da Caatinga, e busca investigar os padroes
de diversificagdo e os fatores que a influenciaram, contribuindo para a compreensao da historia
evolutiva ndo s6 dos taxons estudados, como também da propria area de estudo, além de

contribuir para o0 manejo e conservagao dessa fauna troglobia endémica.

OBJETIVOS
Objetivo geral

Analisar, por meio de uma abordagem filogeografica, como as linhagens dos taxons-
alvo estdo distribuidas nas cavernas e nascentes carsticas no oeste da formacdo Jandaira,
esclarecendo os padrdes e processos evolutivos envolvidos e gerando informacdes para a

conservagao das espécies e gestdo do patrimonio espeleoldgico da regiao.

16



Objetivos especificos

- Delimitar e selecionar linhagens/populacdes dos taxons-alvo por meio de uma analise
exploratoria com utilizagao de codigos de barra de DNA (cox1);

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

- Avaliar a conectividade bioldgica subterrdnea nos ambientes terrestre e aquatico no
oeste da Formagao Jandaira;

- Gerar informacdes moleculares para complementar a descricdo morfoldgica de
espécies novas, bem como subsidiar alguma revisdo taxondmica necessaria;

- Delimitar as espécies e populagdes dos taxons troglobios de interesse e, junto com
informacdes sobre padrdoes de conectividade biologica e grau de endemismo, gerar
conhecimento aplicavel a conservagao e gestao do patrimonio espeleoldgico da regido, por meio
de subsidios a avaliacdo do status de conservacao (segundo critérios da [IUCN) e da defini¢ao
de areas prioritdrias para acdes de conservagao.

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

as cavernas, seus habitantes ¢ sua conservacao.

HIPOTESE E PREDIC()ES

Hipotese geral

Hé padrdes genéticos distintos entre os tdxons-alvo em fungdo do nivel de conectividade
do ambiente subterraneo (disponibilidade de habitat) e do potencial de dispersao de cada grupo
(Figura 3).

Predicoes

- As divergéncias mais profundas correspondem a eventos estimados do final do
Mioceno: a ultima regressao oceanica de grandes proporgdes para os grupos aquaticos (relictos
oceanicos), e o surgimento do rio Apodi-Mossor6 para K. troglobia,

- Ha diversas linhagens cripticas, endémicas e evolutivamente distintas, distribuidas de
acordo com os padroes de drenagem para os taxons aquaticos (com distribui¢ao mais ampla em
funcdo da possibilidade de dispersao via aquiferos subterraneos, se comparada ao ambiente
terrestre) e de acordo com os afloramentos calcarios para K. troglobia.

- Tais linhagens estdo diferencialmente expostas a ameagas antropicas, com diferentes

riscos de extingao em relacao aos taxons nominais dos quais fazem parte.

17



Complexo de Estruturacao ' Populagées
espécies populacional conectadas

Figura 3. Padrdes genéticos distintos esperados em fung¢do da existéncia ou ndo de
conectividade bioldgica 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 populacdes estruturadas em uma situagdo intermedidria; (B)
representacdo de possivel cenario paleoambiental da area de estudo, com provavel
conectividade biologica existente nos ambientes subterrdneos aquatico e terrestre; (C)
representacdo do cenario atual na area de estudo, com provavel interrup¢ao do fluxo génico
levando a populagdes estruturadas ou complexo de espécies dependendo do tempo de
isolamento.
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CAPITULO1

Biodiversidade duplamente oculta:
espécies troglobias cripticas reveladas no
semiarido brasileiro

Doubly-hidden biodiversity: cryptic
troglobitic species unveiled in the Brazilian
semiarid region
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Biodiversidade duplamente oculta: espécies troglobias cripticas reveladas no semiarido

brasileiro

RESUMO

Os troglobios, organismos exclusivamente subterraneos, frequentemente apresentam
distribuicdo restrita e elevados niveis de endemismo. Eventos paleoclimaticos, tais como as
glaciagdes ocorridas no hemisfério Norte e a simultanea aridificagdo em regides tropicais, além
de avancos e regressdes ocednicas em regides costeiras, sdo apontados como os principais
responsaveis pela origem dessas espécies. No oeste da formacgao Jandaira, Nordeste do Brasil,
ha extensas areas carsticas, enorme concentracio de cavernas e aquiferos subterraneos em uma
regido atualmente semiarida e com marcantes mudancas paleoclimdticas (incluindo
transgressoes e regressoes oceanicas). Ha ainda grande riqueza e concentracdo de espécies
troglobias, algumas com distribuicdo relativamente ampla em areas geologica e
hidrologicamente distintas. Por meio de analises filogenéticas e filogeograficas, utilizando
sequéncias do gene mitocondrial Citocromo oxidase 1 (cox1), objetivamos avaliar os padroes
de variacdo genética em taxons troglobios aquaticos (Isopoda e Amphipoda) e terrestres
(Hemiptera), investigar possivel diversidade criptica e delimitar Unidades Taxondmicas
Operacionais (UTO’s), bem como indicar os fatores que possivelmente influenciaram sua
diversificacao. Com exce¢ao de Cirolanidae sp.1 (Isopoda), os demais grupos apresentaram
linhagens cripticas. Além da identificacdo de trés UTO’s para Cirolanidae sp.2 e cinco para
Potiberaba (Amphipoda), Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera) provavelmente consiste em
um complexo com outras seis espécies, indicando maior estruturagcao nos organismos terrestres
do que nos aquaticos. Além disso, foi identificado que as drenagens sdo determinantes para a
diferenciagdo das linhagens nos tdxons aquaticos (Cirolanidae sp.2 e Potiberaba) e também
para Kinnapotiguara, sendo que, nesse caso, os lajedos determinaram uma estruturagdo ainda
maior. Somente uma pequena parcela das linhagens encontra-se em areas protegidas, enquanto
a maioria estd em dareas expostas a ameagas antropicas. As UTO’s aqui delimitadas sdo
apresentadas como provaveis espécies novas, recomendando-se estudos taxondmicos

integrativos para descrevé-las formalmente, contribuindo assim para sua conservagao.

Palavras Chave: Arthropoda, Cavernas, Delimitacdo de linhagens, Cox1, Filogeografia

comparada, Troglobios.
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Doubly-hidden biodiversity: cryptic troglobitic species unveiled in the Brazilian
semiarid region

ABSTRACT

Troglobites, exclusively underground organisms, often have restricted geographical
distribution and high levels of endemism. Paleocimatic events, such as the glaciations in the
Northern Hemisphere and the simultaneous aridification in tropical regions, in addition to
oceanic transgressions and regressions in coastal regions, are suggested to have influenced to
origin of troglobites. In the west of the Jandaira formation, Northeastern Brazil, there are
extensive karst areas, a huge concentration of caves and underground aquifers in a currently
semi-arid region with marked paleoclimatic changes (including oceanic transgressions and
regressions). There is also great richness and concentration of troglobitic species, some of
which are relatively widely distributed in geologically and hydrologically distinct areas.
Through phylogenetic and phylogeographic analysis, using the mitochondrial gene Cytochrome
oxidase 1 (cox1), we aimed to evaluate the patterns of genetic variation in aquatic (Isopoda and
Amphipoda) and terrestrial (Hemiptera) troglobitic taxa. We also investigated possible cryptic
diversity and delimited Operational Taxonomic Units (OTU's), as well as indicating the factors
that possibly influenced its diversification. Except for Cirolanidae sp.1 (Isopoda), all the other
taxa had cryptic lineages. We identified three UTO's for Cirolanidae sp.2 and five for
Potiberaba (Amphipoda). Our results also show that Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera)
probably consists of a complex with six other species, indicating greater structuring in terrestrial
than in aquatic organisms. Furthermore, we identified that drainages are crucial for the
differentiation of lineages in aquatic taxa (Cirolanidae sp.2 and Potiberaba) and also for
Kinnapotiguara, but, in this case, the limestone outcrops had an even greater influence. Only a
small portion of the lineages are found in protected areas, while the majority are in areas
exposed to human threats. The OTU's delimited here are presented as probable new species,
recommending integrative taxonomic studies to formally describe them, thus contributing to

their conservation.

Keywords: Arthropoda, Caves, Comparative phylogeography, Cox1, Lineage delimitation,
Troglobites.
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INTRODUCAO

Cavernas sempre despertaram a curiosidade de pesquisadores, principalmente em
funcdo dos organismos troglobios, que sdo exclusivamente subterraneos (Juan et al.,
2010). Tais espécies frequentemente apresentam especializagdes morfologicas (e.g.
anoftalmia ou redugdo de estruturas oculares e pigmentacdo), fisiologicas e
comportamentais resultantes do isolamento e evolu¢ao no ambiente subterraneo, ou em
funcdo da auséncia de pressoes tipicas dos ambientes superficiais (Culver e Pipan, 2009).
No entanto, tais especializacdes podem levar também a uma perda na capacidade
dispersiva, favorecendo o isolamento de linhagens e a especiagdo. Assim, os trogldbios
frequentemente apresentam distribuicao restrita e elevados niveis de endemismos,
independente da escala de avaliagao (Gilbert e Deharveng, 2002; Mammola et al., 2015).

Eventos paleoclimaticos tém sido apontados como os principais responsaveis pelo
isolamento de linhagens ancestrais no ambiente subterraneo e posterior origem de
espécies trogldbias, tais como as glaciagdes ocorridas no hemisfério Norte, no Plioceno e
Pleistoceno (White e Pipan, 2019), e o simultaneo estabelecimento de climas aridos em
regides tropicais, como a Australia (Humpreys, 2019). Em regides costeiras, avangos e
regressoes oceanicas ocorridos em diferentes periodos também tém sido apontados como
responsaveis pela origem de diversas linhagens de estigbbios (trogldbios aquaticos)
muitos dos quais considerados relictos ocednicos (Fisér et al., 2013; Alvarez et al., 2015;
Souza et al., 2018; Humphreys, 2019; Delic et al., 2020).

A Caatinga, unico bioma exclusivamente brasileiro, ¢ a maior floresta
sazonalmente seca na América do Sul (Silva et al., 2017). Esse bioma ¢ resultado de
diversas mudangas paleoclimaticas ocorridas desde o Mioceno, responsaveis pela
diversificacao e adaptacao de diversos grupos da fauna e da flora atuais ao clima cada vez
mais arido e marcantemente sazonal (Werneck, 2011; Dupont et al., 2013; Costa et al.,
2018; Silva e Souza, 2018). Adicionalmente, a regido ao norte do semidrido brasileiro
apresenta historico de avangos e regressdes oceanicas ocorridas desde o Cretaceo
superior, com eventos de grandes propor¢des também no Mioceno (Rosseti et al., 2013;
Bagni et al., 2020).

Nessa regiao ha extensas areas carsticas em fun¢do da ocorréncia dos calcarios da
formag¢ao Jandaira, depositados sob regime marinho transgressivo no Cretaceo superior
(Bezerra et al., 2007). A formag¢ao Jandaira corresponde a uma rampa carbonatica que

aflora em quase toda a por¢do emersa da bacia Potiguar, ocupando uma area de mais de
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13.000 km? no norte do Rio Grande do Norte e nordeste do Ceara (Bezerra et al., 2007).
Ha, ainda, diversos afloramentos calcarios intensamente carstificados (conhecidos
localmente como lajedos) que concentram a quase totalidade das mais de 1.000 cavernas
conhecidas na regido (Cruz et al., 2010; CANIE/CECAYV, 2020; Rabelo et al., 2020).

A regido oeste da Formagdo Jandaira apresenta grande relevancia
bioespeleoldgica em fungdo da riqueza e concentracdo de espécies de invertebrados
troglobios, incluindo os unicos estigobios relictos oceanicos atualmente registrados no
Brasil (crustaceos e planarias) (Fisér et al., 2013; Souza et al., 2018). Como observado
para outras regides do mundo (Holsinger, 2000), a maioria das mais de 70 espécies
trogldbias atualmente conhecidas para a 4rea tem distribuicao restrita, incluindo varios
endemismos extremos. Quatro taxons, porém, tém ocorréncia relativamente ampla
(Ferreira et al., 2010; Fisér et al., 2013; Hoch e Ferreira, 2013; Bento et al., 2016; Bento
etal., 2021): duas espécies de isopodes 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; o género de anfipode Potiberaba Fiser, Zagmajster & Ferreira, 2013
(Amphipoda: Mesogammaridae), com ocorréncia em diversas cavernas na mesma regiao
dos cirolanideos (Ferreira et al., 2010; Bento et al., 2016; Bento et al. 2021). A tnica
espécie descrita deste género, Potiberaba porakuara Fiser, Zagmajster & Ferreira, 2013,
tem ocorréncia em uma caverna no extremo sul da distribui¢do (gruta dos Trés Lagos, em
Felipe Guerra/RN) (FiSer et al., 2013); e a cigarrinha troglobia Kinnapotiguara troglobia
Hoch & Ferreira, 2013 (Hemiptera: Kinnaridae), que ocorre em varias cavernas em uma
area de cerca de 50 km? nos municipios de Felipe Guerra/RN e Governador Dix-Sept
Rosado/RN (Hoch e Ferreira, 2013; Bento et al., 2016; Bento et al. 2021), cortada pelo
principal rio da regido (rio Apodi-Mossoro).

Os crustaceos cirolanideos e anfipodes sdo considerados relictos oceanicos
(Ferreira et al., 2010; Fiser et al., 2013), e ocorrem em areas geoldgica ¢ distintas (Cruz
et al., 2010; Bento et al., 2021). Em fungdo da possibilidade de conexdo por meio de
aquiferos subterraneos, estigobios geralmente apresentam maior capacidade de dispersao
e distribui¢do ampla se comparados aos troglobios terrestres (Culver et al., 2009). Assim,
espera-se que a estruturagdo génica dos taxons aquaticos corresponda as diferentes bacias
e aquiferos subterraneos encontrados na regido, com populagdes estruturadas ou espécies

distintas dependendo do tempo de isolamento.
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No caso de K. troglobia, foram identificadas pequenas variagdes na morfologia
genital masculina entre individuos de diferentes cavernas que podem ser indicios de
especiacao (Hoch e Ferreira, 2013). O rio Apodi-Mossord pode representar uma barreira
biogeografica a ser testada (Hoch e Ferreira, 2013), ja que populagdes dessa espécie foram
encontradas em cavernas de ambas as margens desse rio. Da mesma forma, diferentes
tributarios dessa drenagem também podem desempenhar papel de barreira a dispersao.

Embora possivelmente exista conectividade no ambiente terrestre entre cavernas
na regido, que seria mantida por um sistema de micro e mesocavidades que possibilitaria
o fluxo génico entre as populacdes (Hoch e Ferreira, 2013), espera-se que isso ocorra
apenas em escala local, como observado em outras regides do mundo (Mammola et al.,
2016; Pipan e Culver, 2017). Nesse contexto, ¢ possivel que os lajedos funcionem como
agrupamentos de cavernas conectadas por micro e mesocavidades, permitindo fluxo
restrito de individuos de espécies troglobias entre as cavernas proximas, de um mesmo
lajedo (Mammola et al., 2020).

A diversidade desses artropodes troglobios e sua distribui¢do relativamente
ampla, em uma regido atualmente semidrida marcada por mudangas paleoclimaticas,
tornam-nos 6timos modelos para testar padrdes evolutivos e de diversificagdo em
ambientes subterraneos aquaticos e terrestres na Caatinga. Assim, objetivou-se avaliar os
padrdes de variagao genética dos diferentes taxons em toda sua distribui¢do conhecida,
investigar potencial diversidade criptica e delimitar as unidades taxonomicas
operacionais (UTO’s), bem como indicar os fatores ambientais que possivelmente
influenciaram sua diversificacao.

Assim, a distribui¢do atual das linhagens dos grupos-alvo deve refletir
principalmente eventos de vicariancia, mas também o nivel de conectividade do ambiente
subterrneo e o potencial de dispersdo de cada taxon. E provavel que as divergéncias mais
profundas correspondam a eventos do final do Mioceno: a tltima regressao oceanica de
grandes proporg¢oes (Rosseti et al., 2013) para os grupos aquaticos (relictos oceanicos), €
o surgimento do vale do rio Apodi-Mossor6 (Bagni et al., 2020) para K. troglobia.

Adicionalmente, espera-se que a expansdo das condi¢des semidridas ocorrida
desde entdo (Werneck, 2011; Dupont et al., 2013; Silva et al., 2017; Costa et al., 2018;
Silva e Souza, 2018), associada a intensificacdo da carstificacdo proporcionada pela
exumacdo tardia dos calcarios da formacdo Jandaira (Bagni et al., 2020), tenham
proporcionado a origem de diversas linhagens endémicas e evolutivamente distintas. Tais

linhagens estariam distribuidas de acordo com os padrdes de drenagem para os taxons
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aquaticos, com distribuicdo mais ampla, em funcao da possibilidade de dispersao via
aquiferos subterraneos, se comparada ao ambiente terrestre, ¢ de acordo com os
afloramentos calcérios para K. troglobia, nesse caso tendo ainda o rio Apodi-Mossoro e
seus tributarios como barreiras biogeograficas.

Trata-se da primeira analise filogeografica molecular comparada com foco em
invertebrados troglobios da Caatinga, incluindo filogenias com estimativas de tempo de
divergéncia e métodos de delimitagdo de linhagens. A ampla amostragem, que inclui
individuos de toda a distribui¢do geografica conhecida de todos os grupos-alvo, permite
a investigacdo dos padrdoes de diversificagdo e dos fatores que a influenciaram,
contribuindo para a compreensdo da historia evolutiva ndo sé dos taxons estudados, como
também da propria area de estudo, e também no manejo e conservagdo dessa fauna

trogldbia endémica.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

O estudo foi realizado em 30 cavernas e nascentes carsticas na formacao Jandaira,
localizadas nos municipios de Baratna, Felipe Guerra, Governador Dix-Sept Rosado
(GDS Rosado) e Mossoro, Estado do Rio Grande do Norte (RN), e Quixeré, Estado do
Ceara, Nordeste do Brasil (Tabela 1, Figura 1). Parte das cavernas estd inserida no Parque
Nacional da Furna Feia (PNFF), unidade de conservagdo criada recentemente para
proteger uma importante concentracdo de cavernas entre os municipios de Baratna e
Mossor6 (Brasil, 2012).

A regido insere-se na Caatinga e apresenta clima quente e semiarido,
predominantemente do tipo BSh, segundo a classifica¢do climatica de Koppen (Alvares
et al., 2013). A precipitagdo média anual situa-se em torno de 800mm (no entanto 70%
da precipitagdo pode ocorrer em um unico més), que, aliada a alta incidéncia solar e a
baixa umidade relativa leva a altas taxas de evaporagdo e déficit hidrico na maior parte
do ano (Silva et al., 2017).

A area pode ser subdividida em regides hidrografica e geologicamente distintas.
As cavernas e nascentes de Felipe Guerra, GDS Rosado ¢ Mossor6 estdo na bacia
hidrografica do Rio Apodi-Mossoro e tiveram sua génese condicionada pelo nivel de base
desse rio e seus tributérios (rio do Carmo, no caso do Olho d”Agua da Onga; riachos do
Abreu, do Arapud, do Cote e do Saco, no caso das cavernas as margens do rio Apodi-
Mossor6 — Figura 1C) (Cruz et al., 2010; Maia et al., 2012). Além dessas, a caverna da
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Aposta, em Quixeré/CE, e a gruta do Olho d'Agua do Cedro, em Barauna/RN, encontram-
se na microbacia do riacho do Bom Sucesso, um tributario do rio Apodi-Mossor6. Ha
ainda uma especificidade em relacdo a caverna dos Crotes, em Felipe Guerra/RN, que
abriga uma drenagem epicarstica e desconectada do nivel freatico (Tabela 1, Figura 1H).

J& as cavernas localizadas no PNFF estdo na Faixa Litoranea Norte de Escoamento
Difuso (microbacias costeiras), area que corresponde a um soerguimento tectonico que,
atuando como um divisor de dguas, direciona a espeleogénese na regido (Cruz et al., 2010;
Maia et al., 2012). Nessa regido hd duas microbacias: a do Corrego da Mata, onde estao
inseridas a cavernas do Lago, Furna Nova e Furna Feia, e a do Cérrego do Virginio, que

engloba a caverna da Pedra Lisa (Tabela 1, Figura 1).
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Tabela 1. Dados das cavernas e nascentes com espécies troglobias alvo deste estudo. A primeira coluna (ID) indica os niimeros pelos quais sdo

identificadas as localidades na Figura 1. * - Parque Nacional da Furna Feia; ° - taxon registrado pela primeira vez neste estudo.

Coordenadas (SIRGAS 2000) Hidrografia Ocorréncia e nimero de individuos sequenciados
D Localidade Sigla  Municipio/Estado . Longitude Bacia Microbacia Lajedo Cirolanidae  Cirolanidae  Potiberaba K. troglobia Ambiente
Latitude (S)
W) sp.1 sp.2 sp.
01 Furna Nova* FNV Baraina/RN 05°02'03,21"  37°34' 16,04" Microbacias Comegoda ¢ o Nova 7° Cérrego subterrineo
costeiras Mata (fredtico)
02  CavernadoLago*  LGO Baratna/RN 05°02' 11,40"  37°34' 154" Microbacias  Corregoda o Nova 5 Crrego ¢ lagos
costeiras Mata subterraneos (fredtico)
03 Furna Feia* FFA Baratina/RN 05°02' 12,76"  37°33' 36,64" Microbacias — Cémegoda o, iy 1* Cérrego sublerrineo
costeiras Mata (freatico)
04 Caverna Pedra PDL Baraina/RN 05°02'43,84"  37°31' 18,85" Microbacias Corrego do Pedra Lisa 10° 5° 5° Corrego subterraneo
Lisa* costeiras Virginio (fredtico)
Gruta do Olho P o 1 " 0 471 " Rio Apodi- Corrego do . . Lago subterrdneo
05 d'Agga do Cedro ODC Quixeré/CE 05°12'39,69 37°43'35,87 Mossord Bom Sucesso Cedro 2 3 (freditico)
S o 1A " o 41 " Rio Apodi- Corrego do Lajedo . Lago subterraneo
06  Caverna da Aposta APO Quixeré/CE 05°12'39,69 37°43'35,87 Mossoro Bom Sucesso Grande 2 (fredtico)
o7 ~ Olhod’Aguada 0DO Mossoré/RN 05°28'34,18"  37°16'48,73" Rio Apodi- pio 4 Carmo  Olh0 d'Agua 5® Nascente carstica
Onga Mossord da Onga
o3 Olhod’Aguada ODF  GDS Rosado/RN  05°28'50,55"  37°32'29,94" Rio Apodi- Riacho do Gangorrinha 7° Ressurgéncia (freatico)
Furna Mossord Cote
09 Gruta Boca de BPX GDS Rosado/RN  05°29' 04,56" 370 33" 29,69" Rio Apoql- Riacho do Bonito 3 Subterraneo 'terrestre, com
Peixe Mossord Cote raizes
. . . . Cérrego subterrdneo e
10 Grutado Pogo Feio ~ PFE  GDS Rosado/RN ~ 05°29'15,51"  37°33'33,40" Rio Apodi- Riacho do Bonito 4 8® ressurgéncia (freatico);
Mossord Cote .
terrestre, com raizes
Caverna do . . . A
11 Marimbondo CAG  GDSRosado/RN  05°29'43,56"  37°32'43,46" Rio Apodi- Riacho do Angicos 12 1 Lago subterraneo
< Mossord Cote (freatico)
Caboclo/Agua
12 Caverna SN9 SN9  GDSRosado/RN  05°29'41,33"  37°32'41,71" Rio Apodi- Riacho do Angicos 1° Subterréneo terresre, com
Mossord Cote raizes
13 Caverna So_mbra de SUB GDS Rosado/RN  05°29'41,64" 37032 4123 Rio ApOC!l- Riacho do Angicos * Subterraneo Fen’estre, com
Ubaia Mossord Cote raizes
14  CavernadaBota  BOT  Felipe GuerrsRN  05°31'30,85"  37°37 05,29 Rio Apodi- Riacho do Arapud 7 Subterraneo terrestre, com
Mossord Arapuad raizes
15 Cavernado Arapus  ARA  Felipe Guerra/RN ~ 05°31'48,25"  37°36' 58,48" Rio Apodi- Riacho do Arapud 9 Subterrineo terrestre, com
Mossord Arapua raizes
16  Caverna da Seta SET  Felipe Guerra/RN ~ 05°32'40,23"  37°38' 03,10" Rio Apodi- Riacho do Arapud 7 Subterraneo terrestre, com
Mossord Arapua raizes
17 GrutadaRumana  RUM  Felipe Guerras/RN ~ 05°33'54,12"  37°39'07,23" Rio Apodi- Riacho do Rumana 10 Subterraneo terrestre, com
Mossord Saco raizes
13 Gruta do Buraco BRD Felipe Guerra/RN ~ 05° 34' 42,08" 370 39' 04,99" Rio ApOC!l- Riacho do Meio 9 Subterraneo Fen’estre, com
Redondo Mossord Saco raizes
. . . - Lago subterrineo
19 Gruta dos TRO  Felipe Guerra/RN ~ 05°33'24,27"  37°39' 40,57" Rio Apodi- Riacho do Rosério 11 5 12 (fredtico); terrestre, com
Troglobios Mossord Arapua raizes
Rio Apodi- D}'eynagem/ Rosari Lago subterraneo
20 Cavernados Crotess CRO  Felipe Guerra/RN ~ 05°33'37,92"  37°39' 30,89" 10 Apoct epicarstica osario 8 2 6 (epicarste); terrestre, com
Mossoro Riacho do .
. raizes
Arapua
21 Gruta da DBT Felipe Guerra/RN 05°33'47,50"  37°39' 55,77" Rio Apoql- Riacho t}o Rosario 9 Subterraneo 'terrestre, com
Descoberta Mossord Arapuad raizes
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Otho d'Aguado onp Eelipe Guerra/RN 05°34'02,63" 37 40" 13,88 Rio Apodi- Riacho do Tetéu 4° Nascente carstica
Tetéu Mossord Abreu
Cavernados Dois ~ CDS  Felipe Guerr/RN  05°34'06,51"  37°40' 50,42" Rio Apodi- Riacho do Alfredo 7 Subterraneo terrestre, com
Mossord Abreu raizes
(,avem'a Duas URT Felipe Guerra/RN 05°33'35.48"  37°41' 00,01" Rio ApodVL- Riacho do Lapa 2 Subterraneo ferrestre, com
Urtigas Mossord Abreu raizes
CavernadaRaposa ~ RAP  Felipe Guerrs/RN  05°33'36,15"  37°41'03,77" Rio Apodi- Riacho do Lapa 2° Subterréneo terrestre, com
Mossord Abreu raizes
Lapa I cave LAl Felipe Guerras/RN ~ 05°33'35,50"  37°41' 18,31" Rio Apodi- Riacho do Lapa 8® Subterréneo terresre, com
Mossord Abreu raizes
Lapa VEngano LIE  Felipe Guerras/RN  05°33'41,89"  37°41'42,25" Rio Apodi- Riacho do Lapa 6 Subterrineo terrestre, com
Mossord Abreu raizes
Cavemg do MOS Felipe Guerra/RN 05°33'45.61"  37°41' 44,19" Rio ApodVL- Riacho do Lapa 6 Subterraneo ferrestre, com
Mosteiro Mossord Abreu raizes
. . . ) Corrego e lagos
Caverna Boa CBO  Felipe Guerra/RN ~ 05°33'59,50"  37°41' 52,43" Rio Apodi- Riacho do Lapa 9* 3® 2° subterraneos (freatico);
Mossoro Abreu .
terrestre, com raizes
Gruta dos Trés TLG  Felipe Guerra/RN  05°35'34,40"  37°41'12,70" Rio Apodi- Riacho do Brejo 9 4 14 Lago subterraneo e
Lagos Mossord Abreu ressurgéncia (fredtico)
Total 67 17 64 120
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20 - Caverna dos Crotes (CRO)
21 - Gruta da Descoberta (DBT)
22 - Olho d’Agua do Tetéu (ODT)
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Figura 1. Cavernas e nascentes carsticas amostradas. (A) Localizagdo das cavernas e nascentes carsticas onde foram coletados individuos dos
grupos-alvo deste estudo; (B) relevo; (C) ampliagdo da area com grande concentragdo de localidades nos municipios de Felipe Guerra e GDS
Rosado; e ambientes onde sdo encontrados os taxons-alvo do estudo: (D) ambiente terrestre com raizes (€ possivel ver uma ninfa de K. troglobia
sobre a raiz) na caverna do Arapua, (E) lago subterraneo freatico da gruta dos Trés Lagos, (F) corrego subterraneo freatico na gruta do Pogo Feio,
(G) nascente carstica do Olho d’Agua do Tetéu e (H) lago epicarstico na caverna dos Crotes. Em fungio da impossibilidade de visualizagio
adequada, devido a escala, os lajedos ndo sdo apresentados em A.
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Coleta de amostras

Além das cavernas para as quais ja havia registros dos grupos-alvo (Ferreira et al., 2010;
Bento et al., 2016; Bento et al., 2021), foram realizadas coletas em outras cavernas e nascentes
carsticas com habitats adequados em toda a area de ocorréncia dos taxons.

Todos os habitats potenciais (areas imidas e com raizes, no caso de K. troglobia; pogas
d’4dgua e corregos subterraneos, raizes e acimulos de matéria organica submersos, para os
invertebrados aquaticos) foram inspecionados visualmente. Individuos de K. troglobia foram
coletados manualmente com o uso de pingas € pincéis, ja para os invertebrados aquaticos foram
utilizadas também redes de aquariofilia e covos com iscas consistindo em pedagos de figado
bovino (deixados nos corpos d’agua por 24 horas). Todos os invertebrados coletados foram
conservados em etanol absoluto (99,5% P.A) e armazenados sob refrigeracao (-20° C), triados
e identificados até o menor nivel taxondmico possivel (com utilizagdao de estereomicroscopio)
e encaminhados a especialistas para confirmacdo dos taxons e possivel descri¢do de novas
espécies.

Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido de tecidos dos individuos preservados em etanol utilizando o
kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Foram
obtidas sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo C oxidase subunidade I (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).

As reagdes de PCR foram realizadas em volumes de 25ul contendo 5 pl de tampédo 5x
GoTaq Reaction (Promega), 2,4 ul de MgClx (25mM), 2 ul de ANTP (2mM), 2 pl de DMSO,
0,5 ul de cada primer (10mM), 0,2 ul da enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) e 4 pl
de DNA gendmico total. O perfil de termociclagem incluiu 1 ciclo de 4 minutos a 94°C; 35
ciclos de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 48°C, 1 minuto a 72°C; e 1 ciclo de 7 minutos a 72°C.

Todos os produtos de PCR foram primeiramente visualizados em gel de agarose 1,2%,
purificados e posteriormente utilizados em uma reacdo de PCR de sequenciamento utilizando
o Kit “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). As
reagdes de sequenciamento, em ambos os sentidos, foram realizadas em volumes de reagao de
10 pl contendo 0,5 pl de BigDye 2.5, 2 pl de tampdo de sequenciamento 5x (Applied
Biosystems), 2 ul dos produtos de PCR e 0,5 pl de primer. O perfil de termociclagem foi: um

ciclo de 1 minuto a 96°C, 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4 minutos a
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60°C. Os produtos da reagdo de sequenciamento foram analisados em um sequenciador de DNA
automatico, modelo ABI 3730-Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Analises dos dados

As sequéncias consenso foram montadas com uso do software Geneious Prime

(https://www.geneious.com/prime/) e alinhadas usando ClustalW (Thompson et al., 1994),

implementado no programa Mega X (Kumar et al., 2018), seguidas por inspe¢ao visual para
ajustes finais. Adicionalmente, as sequéncias de DNA foram traduzidas em aminoacidos para
verificar stop cédons prematuros, indels ou inser¢cdes de DNA nuclear. Testes de saturagdo
foram realizados no programa DAMBE7 (Xia, 2018).

Para as analises filogenéticas, foram utilizados apenas hapldtipos tnicos, exceto quando
compartilhados entre diferentes localidades (no intuito de manter a informagao da distribuigao
geografica), e para tanto uma analise de distribui¢ao de haplotipos foi realizada com o programa
DNAsp v.5 (Librado e Rozas, 2009). O modelo de substituicdo de nucleotideos para cada
conjunto de dados foi selecionado no programa JmodelTest 2 (Darriba et al., 2012) a partir dos
menores valores de BIC (Bayesian Information Criterion) e AICc (corrected Akaike
Information Criterion). Utilizando o modelo evolutivo selecionado (HKY-+I+G para
Cirolanidae Sp.1, GTR+G para Cirolanidae sp.2, TtN+G para Potiberaba ¢ HKY+I para K.
troglobia), foram realizadas inferéncias bayesianas (IB) no Beast 2 (Bouckaert et al., 2019).
Adicionalmente, foram realizadas reconstrucdes filogenéticas de méxima verossimilhanca
(usando os modelos GTR GAMMA 1 para Cirolanidae sp.1 e K. troglobia ¢ GTR GAMMA
para Cirolanidae sp.2 e Potiberaba, com as opgoes -fa -x 1 e 1000 réplicas de bootstrap) usando
o RAXML 8 (Stamatakis, 2014) implementado no Geneious Prime. Sequéncias de Cirolanidae
sp.2 foram usadas como grupo externo de Cirolanidae sp.1 (e vice-versa), enquanto Latissus
dilatatus (Hemiptera: Issidae; acesso GenBank: KX702947.1) e Gammaracanthus loricatus
(Amphipoda: Gammaracanthidae; acesso GenBank: JF965998.1) foram utilizados como grupo
externo para K. troglobia e Potiberaba, respectivamente.

IB ¢ analises de tempo de divergéncia foram realizadas usando a opgdo “Relaxed Clock
Log Normal™, ap6s o Teste de Razio de Verossimilhanga, executado no DAMBET7 (Xia, 2018),
descartar a hipotese de relogio molecular estrito para todos os taxons. Foram utilizadas as taxas
de mutacdo de 1.25%/Ma (0.00625 subst./site/Ma) (isopodes Stenasellidae subterraneos;
Yoshino et al. 2018) para Cirolanidae; 1,4%/Ma (0.007 subst./site/Ma) (Anfipodes
Haustoriidae, Hancock et al., 2019) para Potiberaba e 2.3%/Ma (0.0115 subst./site/Ma) (taxa

mitocondrial para insetos; Wessel et al., 2013) para K. troglobia e modelo coalescente com
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populacdo constante, com quatro corridas independentes para cada taxon com MCMC de 100
x 10° geragdes e amostragem a cada 5000 geragdes. A convergéncia das corridas foi verificada
no Tracer v1.7 (http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer), certificando-se de que todos os valores de ESS
eram maiores que 200. A topologia de consenso e valores de probabilidades posteriores foram
obtidas no programa TreeAnnotator (aplicando burnin de 15%), com posterior edi¢do grafica
das arvores geradas no FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/).

Com o objetivo de identificar unidades taxondomicas operacionais (UTOs, aqui
interpretadas como potenciais espécies), foram utilizados quatro diferentes métodos de
delimitag¢do de linhagens para verificar a distribuicdo dos grupos genéticos nos tdxons-alvo.
Foram utilizadas tanto abordagens exploratorias, como o ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery, Puillandre et al., 2012) e 0 mGMYC (multiple threshold Generalized Mixed Yule
Coalescent, Fujisawa e Barraclough, 2013), como de validacio como o BPP (Bayesian
Phylogenetics and Phylogeography, Flouri et al., 2018), além do bPTP (Bayesian Poisson Tree
Process, Zhang et al., 2013).

O ABGD consiste no agrupamento automatico de sequéncias em potenciais grupos
(linhagens ou espécies) de acordo com sucessivos valores de barcode gap (a diferenca entre a
maior distancia intraespecifica € a menor interespecifica). As analises foram realizadas no
servidor ABGD web (https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html), usando a opgao
K2-P, priors intraespecificos variando de 0.001 a 0.25 em 10 steps, além de relative gap width
(X)de L.5.

Os outros métodos consistem em analises com base em arvores filogenéticas que
incorporam modelos populacionais, tais como a teoria da coalescéncia, buscando determinar o
ponto de transi¢do entre processos populacionais e de especiacao com base na acumulagao de
substitui¢des entre sequéncias (bPTP) ou no tempo de divergéncia (mGMYC). Com base nas
arvores geradas nas andlises de inferéncias bayesianas e Maxima Verossimilhanga, conforme
detalhado anteriormente, os métodos mGMYC (https://species.h-its.org/gmyc/) ¢ bPTP
(https://species.h-its.org/ptp/) foram executados no servidor “Species delimitation server”

(https://species.h-its.org/).

J& o BPP usa conjuntos de dados genéticos para adaptar polimorfismos ancestrais e
processos coalescentes usando MCMC para calcular probabilidades posteriores de arvores de
espécies distintas (Flouri et al., 2018). Foram utilizados quatro cenéarios combinando grandes e
pequenas populagdes ancestrais e divergéncias profundas e recentes, que foram realizados trés

vezes cada, 5 x 10° geragdes e burnin de 5.000: (a) grande populagdo ancestral com profundas
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divergéncias, 0 ~ invgamma ( 2, 0.1) e T ~ invgamma (2, 0.1); (b) grande populac¢do ancestral
com divergéncias recentes, 0 ~ invgamma (2, 0.1) e T ~ invgamma (3, 0.002); (c) pequena
populagdo ancestral com profundas divergéncias, 6 ~ invgamma (3, 0.002) e T ~ invgamma (2,
0.1); e (d) pequena populagdo ancestral com divergéncias recentes, 6 ~ invgamma (3, 0.002) e
T ~ invgamma (3, 0.002).

As UTOs foram definidas a partir da concordancia entre a maioria dos métodos de
delimitacdo de linhagens e a distribuicdo geografica. Posteriormente, distincias genéticas
médias intra (entre individuos de uma mesma UTO) e interespecificas (entre individuos de
diferentes UTOs) foram estimadas com o modelo de substitui¢do K2P, usando o MEGA X.

A andlise de varidncia molecular (AMOVA) foi realizada no software Arlequim 3.5
(Excoffier e Lischer, 2010), para testar as hipoteses de estruturacdo genética dos grupos-alvo
de acordo com a distribui¢do das localidades nos diferentes tributarios (microbacias) e

afloramentos calcarios (lajedos).

RESULTADOS

Foram coletados e sequenciados individuos de todos os grupos-alvo e em todas as
localidades para as quais havia ocorréncia registrada. Além disso, foram registradas novas
ocorréncias que resultaram na ampliacao da distribui¢ao de todos os taxons (Tabela 1, Figura
1), de forma que este estudo contempla todos os locais de ocorréncia em toda a area de
distribuicdo atualmente conhecida dos grupos-alvo.

Foram obtidas sequéncias parciais do cox1 de 593 pb de 67 individuos de Cirolanidae
sp.1, com a identificacdo de 32 hapldtipos em nove cavernas, € de 17 individuos de Cirolanidae
sp.2 (nove haplotipos) de trés cavernas. Para Potiberaba, foram obtidas sequéncias parciais do
coxl de 588 pb de 64 individuos e identificados 23 hapldtipos em nove cavernas e duas
nascentes carsticas. Por fim, foram obtidas sequéncias de 659 pb de 120 individuos de
Kinnapotiguara (19 haplotipos) de 19 cavernas.

Analises filogenéticas e delimitacio de linhagens

Para Cirolanidae sp.1, a IB apontou trés clados, dois com altos valores de probabilidades
posteriores, muito embora tal divisdo ndo tenha suporte na ML e nem em trés dos quatro
métodos de delimitagdo de linhagens, que indicam um unico agrupamento para todas as
localidades independentemente da divisdo hidrografica entre bacias e microbacias na area de
ocorréncia (Figura 2A). Para Cirolanidae sp.2 a situagdo ¢ completamente distinta, e hd robusto

suporte tanto na IB como na ML, além de concordancia entre todos os quatro métodos de
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delimitacdo de linhagens, para trés clados monofiléticos, cada um correspondente a uma
caverna e microbacia distintas (Figura 2B). Além da separacdo entre a linhagem da caverna da
Pedra Lisa (PDL) (que divergiu ha cerca de 7.66 Ma; 2.66-17.73 HPD), em regido
geograficamente distante e hidrologicamente distinta, hd ainda linhagens diferentes nas
cavernas Trés Lagos (TLG) e Crotes (CRO) (que divergiram hé aproximadamente 2.38 Ma;
0.53-9.97 HPD), proximas e localizadas as margens do rio Apodi-Mossor6. A drenagem onde
o taxon ocorre na CRO, no entanto, ¢ epicarstica (Figura 1H) e sem conexdo com o nivel
freatico.

Em Potiberaba, ha concordancia entre os clados observados e os padrdes de drenagens.
Ha robusto suporte na IB e ML, corroborado pelos quatro métodos de delimitagdo de linhagens,
para os clados formados exclusivamente pelas localidades do Olho d”Agua da Onga (ODO)
(que divergiu ha aproximadamente 5.88 Ma; 4.10-8.02 HPD) e da PDL (que divergiu ha cerca
de 2.71 Ma; 1.81-3.76 HPD) (Figura 2C). Tais linhagens encontram-se em microbacias distintas
entre si e das demais localidades, com o ODO situado na microbacia do Rio do Carmo € a PDL
na microbacia do Coérrego do Virginio. Apesar de geograficamente proxima a essa ultima, a
localidade da Furna Feia (FFA) encontra-se em microbacia distinta - Corrego da Mata - e
embora com menor suporte na IB e ML, os clados formados exclusivamente pelas localidades
FFA e CRO (drenagem epicarstica sem conexao com o nivel freatico, como ja mencionado para
Cirolanidae sp.2) sao linhagens distintas segundo trés (mGMYC, bPTP ¢ BPP) dos quatro
métodos utilizados e divergiram, respectivamente, hé cerca de 2.13 Ma [1.40-2.97 HPD] e 1.7
Ma [1.13-2.35 HPD], respectivamente. Nao hé concordancia entre a IB ¢ ML (baixos valores
de PP e/ou bootstrap), nem entre os métodos de delimitacao de linhagens, para os clados
envolvendo as demais localidades (incluindo a localidade-tipo para P. porakuara, TLG) (Figura

20).
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Figura 2. Arvores filogenéticas de consenso resultantes da inferéncia bayesiana com reldgio
molecular, além dos resultados dos métodos de delimitacdo de linhagens e localizacdo das
cavernas e nascentes carsticas com ocorréncia dos taxons aquaticos, Cirolanidae sp.1 (A),
Cirolanidae Sp.2 (B) e Potiberaba (C). Em cada n6 das arvores sao apresentadas as
probabilidades posteriores (acima a esquerda), valores de bootstrap (resultantes das
reconstrugdes filogenéticas de méaxima verossimilhanca, acima a direita) e a idade média
estimada (abaixo). As barras roxas representam os intervalos com 95% HPD para as idades
estimadas. Para fins de apresentacao grafica, os grupos externos foram removidos da filogenia.

37



Em Kinnapotiguara, ha suporte geralmente robusto, tanto na IB como na ML, para a
formagao de sete clados monofiléticos, em sua maioria correspondendo a distribuicdo das
cavernas de acordo com os afloramentos calcarios (lajedos), o que € consistente com os
resultados dos métodos de delimitacdo de linhagens (Figura 3). Segundo as estimativas da IB
com reldgio molecular, a divergéncia mais profunda ocorreu entre as linhagens de margens
opostas do Rio Apodi-Mossor¢ e teria ocorrido ha aproximadamente 6.14 Ma [4.2-8.46 HPD].
As duas principais linhagens da margem esquerda do rio teriam divergido ha cerca de 4.7 Ma
[3-6.55 HPD] e as da margem direita ha 2.88 Ma [1.45-4.53 HPD]. As cinco linhagens que
correspondem aos clados que englobam as localidades em um mesmo lajedo, na margem
esquerda do rio Apodi-Mossord, divergiram aproximadamente no mesmo periodo (Pleistoceno

médio, por volta de 1,5 Maa) (Figura 3).
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Figura 3. Arvore filogenética de consenso resultante da inferéncia bayesiana com relogio
molecular, além dos resultados dos métodos de delimitacdo de linhagens e localizagdo das
cavernas com ocorréncia de k. troglobia. Em cada n6 das arvores sdo apresentadas as
probabilidades posteriores (acima a esquerda), valores de bootstrap (resultantes das
reconstrugdes filogenéticas de méaxima verossimilhanca, acima a direita) e a idade média
estimada (abaixo). As barras roxas representam os intervalos com 95% HPD para as idades
estimadas. Para fins de apresentagdo grafica, o grupo externo foi removido da filogenia.

Distancias genéticas
As distancias genéticas intraespecificas (entre individuos de uma mesma UTO) foram
baixas para todos os tdxons-alvo, chegando a 0,74% para Cirolanidae sp.1 e variando de 0,084%

a0,37% para Cirolanidae sp.2, de 0 a 0,93% para Potiberaba e de 0 a 0,8% para Kinnapotiguara
(Tabelas 2, 3 ¢ 4).
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Os taxons aquaticos apresentaram valores de distancia genética menores do que o
terrestre. No entanto, os valores entre os taxons aquaticos foram bem diferentes. Enquanto
Cirolanidae sp.1 apresentou baixos valores de distancia genética média entre todas as cavernas
(resultando em distdncia média intraespecifica de 0,74%), Cirolanidae sp.2 apresentou maiores
valores de distancia genética entre as linhagens de diferentes localidades (2,1 % entre TLG e
CRO, que estdo geograficamente proximas, e variando de 9,2% a 9,5% entre estas e PDL;

Tabela 2, Figura 2B).

Tabela 2. Distancias genéticas médias (K2P) intraespecificas (na diagonal, em negrito) e entre
as diferentes UTQO'’s identificadas para Cironalidae sp.2.

UTO 1 (PDL) UTO 2 (CRO) UTO 3 (TLG)
UTO 1 (PDL) 0,37%
UTO 2 (CRO) 9,5% 0,16%
UTO 3 (TLG) 9,2% 2,1% 0,084%

As menores distancias genéticas médias em Potiberaba foram encontradas entre P.
porakuara e a UTO 2 (linhagem com ocorréncia na drenagem epicarstica na CRO), 1,74%
(Tabela 3). Valores mais elevados foram encontrados entre as demais UTO’s - com destaque
paraa UTO 4 (nascente carstica ODO), na microbacia do rio do Carmo, que apresenta distancias
genéticas variando de 6,1% a 7,6% em relacdo as outras localidades. Cabe destacar que as UTOs
1 (FUF) e 3 (PDL), geograficamente proximas, mas em microbacias distintas, apresentaram
elevadas distancias genéticas entre si e entre todas as demais localidades (Tabela 3, Figura 2C),

indicando o papel das barreiras que delimitam as drenagens.

Tabela 3. Distancias genéticas médias (K2P) intraespecificas (na diagonal, em negrito) e entre
as diferentes UTO'’s identificadas para Potiberaba.

P. porakuara  UTO 1 (FFA) UTO 2 (CRO) UTO3(PDL)  UTO 4 (ODO)
P. porakuara 0,93%
UTO 1 (FFA) 2,6% 0
UTO 2 (CRO) 1,7% 3,1% 0,17%
UTO 3 (PDL) 2,9% 4,1% 3,7% 0,17%
UTO 4 (ODO) 6,1% 6,8% 6,4% 7,6% 0

As cigarrinhas Kinnapotiguara apresentaram as maiores variagdes entre as distancias
genéticas médias entre diferentes UTO's (variando de 3 a 14,7%), com os valores mais elevados

entre linhagens de margens opostas do rio Apodi-Mossoro (Tabela 4; Figura 3), como esperado.
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No entanto, mesmo entre UTO’s em uma mesma margem as distancias genéticas foram
elevadas e apresentaram padrdes distintos. Enquanto as linhagens da margem direita do rio
(UTO 5 — caverna da Rumana, RUM, e caverna do Buraco Redondo, BRD, e UTO 6 — Lajedo
dos Angicos) apresentaram distancia genética de 7,1%, K. troglobia e as UTO’s 1 (Lajedo
Bonito) e 2 (Lajedo do Arapud), na margem esquerda, apresentam distancias genéticas variando
de 3,4 a 4,1% independentemente da distancia geografica — a distancia entre o lajedo do Roséario
(onde estdo as cavernas com ocorréncia de K. troglobia) e o lajedo Bonito (UTO 1) ¢
praticamente a mesma da que separa os lajedos da Rumana e do Meio (UTO 5) e o lajedo dos
Angicos (UTO 6) (Tabela 4, Figura 3A). Ainda na margem esquerda, as distancias genéticas
das UTO’s 3 (Lajedo da Lapa) e 4 (Lajedo do Alfredo) (que ¢ de 3% entre elas) variam de 10,6
a 11,9% quando comparadas as demais UTO’s na mesma margem (Tabela 4, Figura 3A),
também de maneira independente da distancia geografica e compativel com um padrao

vicariante.

Tabela 4. Distancias genéticas médias (K2P) intraespecificas (na diagonal, em negrito) e entre
as diferentes UTO’s identificadas para K. troglobia.

K uTo 1 uTo 2 UTO 3 uto 4 UTO 5 UToO 6
trogl'obia Lajefjo Lajedodo Lajedo da CDS RUM e Lajedf) dos
Bonito Arapua Lapa BRD Angicos
K. troglobia 0,8%
UTO 1 - Lajedo Bonito 3,4% 0,59%
UTO 2 — Lajedo do Arapua 4,1% 3,8% 0,62%
UTO 3 - Lajedo da Lapa 10,6% 11,1% 11,9% 0,16%
UTO 4 —CDS 10,8% 11,1% 11,8% 3,0% 0
UTO 5-RUM e BRD 11,7% 12,1% 12,4% 10,9% 11,3% 0,8%
UTO 6 — Lajedo dos Angicos 13,9% 14,7% 14,5% 12,2% 12,8% 7,1% 0

Estruturacio genética

As andlises de variancia molecular (AMOVA) indicam que a distribuicdo das
localidades de acordo com os tributérios (microbacias) explica 43,22 % (Ocr = 0.432, p = 0.049)
da variagdo genética do coxl observada para Cirolanidae sp.1 e 86,67% (®ct = 0.867,
p<0.0001) para Potiberaba. Tendo em vista a distribui¢do e o pequeno numero de localidades
para Cirolanidae sp.2, a Unica distribuicdo possivel para realizacgdo da AMOVA (em bacias
hidrograficas) ndo apresentou resultado significativo. Nao houve resultados significativos para
a distribuigdo das localidades com ocorréncia dos tdxons aquaticos de acordo com os diferentes

afloramentos calcarios (Tabela 5).

40



A AMOVA indicou que, para Kinnapotiguara, o rio Apodi Mossor6 e seus tributarios
sdo barreiras biogeograficas que explicam 80.04% da variacdo genética observada (®ct = 0.8,
p <0.0001). No entanto, a distribuicdo das cavernas de acordo com os afloramentos calcarios

(lajedos) explica melhor (94,94%) a variagéo observada (®ct = 0.949, p < 0.0001) (Tabela 5).

Tabela 5. Teste de andlise de varidncia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da variagdo
genética observada nas sequéncias do cox1 de Cirolanidae sp.1, Cirolanidae sp.2, Potiberaba e
K. troglobia pode ser explicada de acordo com a localizacdo das cavernas em relagdo aos
tributarios (microbacias) e em diferentes afloramentos calcérios (lajedos). As linhas destacadas
correspondem as hipdteses que melhor explicam a variacdo genética.

Entre
Taxon Hipbtese Entre populagdes, Dentro (ias o
grupos dentro dos populagGes
grupos
Tributdrios
(ODC+APO / FNV+CLG / PDL / CAG / TRO / 43.22 3.67 53.11 0.432 0.049
. . CBO+TLG)
Cirolanidae sp.1 Lajedos
(APO / ODC / CAG / CBO / TRO / TLG / FNV+CLG / 46.78 -0.88 54.11 0.468 0.06
PDL)
. . Bacias Hidrogrdficas
Cirolanidae sp.2 (PDL / CRO+TLG) 75.77 22.15 2.08 0.758 0.34
Tributdrios
(ODC / FFA / PDL / ODO / ODF+CAG+PFE / TRO/  86.67 3.18 10.15 0.867 <0.0001
Potiberaba CR.O / ODT+TLG+CBO)
Lajedos
(TRO+CRO / ODT / TLG / CBO / PFE / ODF / CAG / 40.32 48.77 10.91 0.40 0.42
ODC/PDL/FFA / ODO)
Tributdrios
(CBO+MOS+LIE+LAI+RAP+URT+CDS /
DBT+CRO+TRO+SET+ARA+BOT / BPX+PFE / 80.04 19.62 0.34 0.800 <0.0001
Kinnapotiguara RUM+BRD / SN9+SUB)
troglobia Lajedos
(TRO+CRO+DBT / CBO+MOS+LIE+LAI+RAP+URT /
CDS / SET+ARA+BOT / BPX+PFE / RUM / BRD / 94.94 4.61 0.45 0.949 <0.0001
SN9+SUB)
DISCUSSAO

Diversidade de linhagens

Com excecao de Cirolanidae sp.1, todos os demais grupos apresentaram extensa
diversidade de linhagens evolutivamente distintas. Além da identificacao de trés UTO’s para
Cirolanidae sp.2 e quatro para Potiberaba (além de P. porakuara), Kinnapotiguara
provavelmente consiste em um complexo com outras seis espécies cripticas além de K.
troglobia. Tais resultados tém suporte nos clados recuperados nas andlises filogenéticas,
métodos de delimitacao de linhagens e distancias genéticas, bem como sao concordantes com

as analises de variancia molecular (AMOVA).
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Multiplas espécies ou linhagens morfologicamente semelhantes e geneticamente
distintas (muitas vezes classificadas como uma unica espécie com ampla distribui¢do) foram
descobertas nos ultimos anos, e a diversidade criptica em organismos subterraneos parece ser
particularmente comum (Verovnik et al., 2003; Finston et al., 2007; Trontelj et al., 2009;
Niemiller et al., 2012; 2013). Além da evolucdo de morfologias semelhantes via evolucao
convergente, ou paralela, em grupos relacionados (Culver e Pipan, 2009), a estabilidade dos
habitats subterraneos e sua conectividade limitada podem levar a elevados niveis de endemismo
(Gibert e Deharveng, 2002; Verovnik et al., 2003; Finston et al., 2007).

Supde-se que organismos subterraneos aquaticos tém distribuicdo mais ampla que os
terrestres, devido a sua presumivel maior capacidade de dispersdo e conectividade de habitat
(Barr e Holsinger, 1985; Lamoreux, 2004). No entanto, estudos demonstraram que espécies
estigdbias podem ser compostas por varias populagdes geograficas distribuidas de acordo com
os limites hidrograficos em terrenos carsticos (Finston et al., 2007; Trontelj et al., 2009;
Niemiller et al., 2012; 2013), e at¢ mesmo consistir em complexos de espécies (Trontelj et al.,
2009; Fiser et al., 2018). Como a conectividade hidroldgica subterranea afeta fortemente o fluxo
génico e, portanto, a conectividade entre populacdes em espécies estigobias (Venarsky et al.,
2009), a existéncia de diferentes linhagens de Cirolanidae sp.2 e Potiberaba de acordo com as
diferentes microbacias, bem como na drenagem epicarstica da caverna dos Crotes, era esperada.

Além da UTO 2 de Cirolanidae sp.2 € da UTO 2 de Potiberaba, a drenagem epicarstica
na caverna dos Crotes abriga ainda outras espécies exclusivas, tais como uma espécie ainda nao
descrita de Oligochaeta trogldbia, uma de Calabozoidea (Isopoda) e a planaria Hausera hauseri
(Tricladida: Dimarcusidae) (Leal-Zanchet et al., 2014; Bento et al., 2021).

Em relacdo ao ambiente subterranco terrestre, diversos estudos moleculares recentes
tém procurado explicar as relagdes filogenéticas e a distribuicdo de invertebrados cavernicolas
como aranhas (Zhang e Shugqgiang, 2013; Mammola et al., 2015), escorpides (Bryson et al.,
2014), amblipigeos (Esposito et al., 2015), grilos (Allegrucci et al., 2017), besouros (Gémez et
al., 2016) e também cigarrinhas (Wessel et al., 2013). Tais estudos frequentemente identificam
padrdes de distribuicdo semelhantes aos encontrados para Kinnapotiguara, com linhagens
distintas e exclusivas de uma ou poucas cavernas proximas. Além disso, o papel do rio Apodi-
Mossor6 e seus tributdrios como barreiras a dispersao de Kinnapotiguara corrobora o papel de
rios como barreiras para troglobios terrestres (Barr e Holsinger, 1985). Assim, os resultados
aqui encontrados corroboram o padrao de um niimero desproporcionalmente maior de espécies

cripticas alopatricas em regides altamente fragmentadas (FiSer et al., 2018), o que ¢
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especialmente valido para espécies troglobias em dareas carsticas (Bickford et al., 2007;
Niemiller et al., 2012).

Houve excecdes, no entanto, e as distancias genéticas em Cirolanidae sp.1 em toda sua
distribuicao sdo compativeis com uma baixa variabilidade intraespecifica para o COI em
Isopoda (0—1,8%, Brix et al., 2011; 0-1,6%, Rodcharoen et al., 2016). Padrdo semelhante
também ocorre em outras regides, como na Europa, por exemplo, onde ha macroestigobiontes
com grandes areas de distribuicdo, particularmente entre os isopodes (Henry e Magniez, 2003).
Paleoclima

Embora seja dificil extrair conclusdes precisas sobre os eventos que determinaram as
divisdes entre as diferentes linhagens, em fun¢ao dos grandes intervalos de confianca em torno
das estimativas, os tempos de divergéncia estdo de acordo com eventos paleoclimaticos
(Werneck, 2011; Dupont et al., 2013; Herbert et al., 2016; Silva e Souza, 2018) que moldaram
as atuais faunas cavernicolas nos trépicos e em todo o mundo (White e Pipan, 2019).

O primeiro grande evento paleoclimdtico com efeitos no isolamento de linhagens
subterraneas na area de estudo foi a regressao oceanica no final do Mioceno, bem documentada
regional e localmente (Rosseti et al., 2013) e correlacionada com o alto nivel eustatico global
(Haq et al., 1987; Haq e Al-Qahtani, 2005). O nivel do mar regrediu desde entdo, sem outros
eventos de transgressdao de grande escala, até o nivel atual (Bezerra et al., 2003; Haq et al.,
1987; Haq e Al-Qahtani, 2005). As estimativas apontam que as linhagens mais antigas em
Cirolanidae sp.2 (7.66 Ma; 2.66-17.73 HPD) e Potiberaba (5.88 Ma; 4.10-8.02 HPD)
divergiram no final do Mioceno, o que esta de acordo com o provavel isolamento em fungao de
eventos vicariantes resultantes da regressao oceadnica. Transgressoes e regressoes oceanicas
também sdo apontadas como explicacdes para a origem e distribui¢do de muitos taxons
subterraneos em regides costeiras (Alvarez et al., 2015; Humphreys, 2019; Delic et al., 2020),
e a area deste estudo abriga uma comunidade de relictos oceanicos composta por cirolanideos
(Ferreira et al., 2010), anfipodes (Fisér et al., 2013) e planarias (Souza et al., 2018).

Apo6s a diminuigcdo do nivel do mar, e consequente regressao oceanica, seguiu-se um
periodo de aridificacdo nos tropicos em fun¢do do resfriamento global no final do Mioceno
(Rosseti et al., 2013; Herbert et al., 2016). Enquanto as glaciagdes sdo apontadas como as
principais responsaveis pelo isolamento de linhagens ancestrais no ambiente subterraneo, e
posterior origem de espécies troglobias no hemisfério Norte (White e Pipan, 2019), o
estabelecimento de climas aridos teve papel semelhante em regides tropicais como a Australia

(Finston et al., 2007; Guzik et al., 2011; Humphreys, 2019).
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Assim como ocorre com Cirolanidae sp.2 e algumas UTO’s de Potiberaba, a maioria
das espécies de estigobios na Austrdlia t€ém distribui¢do restrita a aquiferos ou drenagens
individuais, como esperado para taxons confinados a habitats aquéticos subterraneos e que tém
baixa capacidade de dispersao (Humphreys, 2019). Também a exemplo do que ocorre em
algumas cavernas na area de estudo, os ambientes subterrdneos em regides aridas na Australia
abrigam assembleias de trogldbios endémicas (Guzik et al., 2011; Bradford et al., 2013), e
padrdes filogeograficos comparaveis entre tdxons nao relacionados em um sistema ecologico
sao fortes evidéncias de uma historia espago-temporal compartilhada (Carstens et al., 2005).

Outro componente importante da intrincada histéria evolutiva dos grupos-alvos deste
estudo ¢ a evolucdo geoldgica da formacao Jandaira, cuja exumagao tardia vem ocorrendo desde
o Mioceno. Com isso, teve inicio intenso processo de carstificacdo que, associado ao
fraturamento desses calcarios e a concentragao de zonas de percolacdo da 4agua meteorica,
proporcionou o desenvolvimento de grandes areas subterraneas dissolvidas, como dolinas e
cavernas (Bagni et al., 2020). A origem e amplia¢do desses habitats subterraneos, portanto,
ocorreu durante a alternancia entre periodos secos € imidos (de acordo com periodos glaciais
e interglaciais) que contribuiram para a expansao das condi¢des semidridas e para a dispersao
e diversificacdo de organismos adaptados as florestas tropicais sazonalmente secas, como a
Caatinga (Werneck, 2011; Dupont et al., 2013; Costa et al., 2018). Assim, a associagdo entre
uma grande disponibilidade de ambientes subterraneos e condi¢des externas desfavoraveis deve
ter tido papel fundamental na diversificacdo dos artropodes trogldbios.

As analises aqui apresentadas, no entanto, indicam que Cirolanidae sp.1 ndo apresenta
o mesmo padrao encontrado para os demais taxons troglobios e pode ser considerada uma tnica
espécie amplamente distribuida. Isso poderia ser em parte explicado em razao do maior
tamanho corporal de Cirolanidae sp.1 (>1cm) em relagdo a Cirolanidae sp.2 (=5mm) (dados
ndo publicados) e Potiberaba (= 3.5mm; Fiser et al. 2013), ja que a capacidade de dispersdo
ativa ¢ positivamente relacionada ao tamanho corporal (Jenkins et al., 2007; Shurin et al., 2009).
Mais estudos sdao necessarios para explicar se tal condicdo pode ser resultante de uma maior
capacidade de dispersdo e/ou uma menor especificidade ecoldgica, permitindo a dispersdo (e/ou
colonizagdo) por aquiferos ndo acessiveis aos outros tdxons e a manutencao de fluxo génico
entre as diferentes localidades, mesmo que somente durante os periodos mais umidos (Wang et
al., 2004; Silva e Souza, 2018).

Dois pontos relacionados aos resultados envolvendo Kinnapotiguara merecem

destaque. A primeira envolve as estimativas para divergéncia das linhagens com base na taxa
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mitocondrial padrdo para insetos (2.3%/Ma, ou 0.0115 subst./site/Ma), e Wessel et al. (2013)
relatam que taxas de mutacdo muito mais rapidas devem ter ocorrido em um complexo de
espécies de cigarrinhas troglobias que vivem em tubos de lava no Havai (cuja evolugdo
geoldgica do terreno ¢ muito mais rapida do que em paisagens carsticas). Uma estimativa
confidvel da idade do rio Apodi-Mossord (provavelmente responsavel pela principal
divergéncia, aqui estimada ha 6.14 Ma [4.2-8.46 HPD]), poderia indicar uma taxa de mutagao
mais adequada para Kinnapotiguara, no entanto, taxas muito elevadas ndo sao compativeis com
as estimativas atuais para a idade da falha geoldgica que deu origem a calha do rio - entre o
Mioceno e o Quaterndrio (Bagni et al., 2020).

O segundo ponto estd relacionado a principal divergéncia entre as linhagens de
Kinnapotiguara da margem esquerda do Rio Apodi-Mossord, que teria ocorrido ha cerca de
6.72 Ma [5.01-8.35 HPD]. Tal divergéncia estaria relacionada ao Riacho do Abreu, e deu
origem as UTO’s 3 (Lajedo da Lapa) e 4 (Lajedo do Alfredo), na margem direita da drenagem,
e as demais linhagens a esquerda desse riacho (K. troglobia e as UTO 1 - Lajedo Bonito, e UTO
2 - Lajedo do Arapud). As distancias genéticas entre as UTO’s nestas duas linhagens (3% entre
aUTO 3 e UTO 4; entre 3,4% e 4,1% entre K. troglobia, UTO 1 e UTO 2) ndo variam de acordo
com as distancias geograficas e sao compativeis com um padrdo vicariante.

Identificacdo de UTO’s

O conceito de que espécies sao linhagens de populagdes ou metapopulacdes evoluindo
separadamente tem sido cada vez mais usado (Padial et al., 2010). Assim, espécies poderiam
ser delimitadas usando os critérios de isolamento genético (Fisér et al., 2018). Além da
aplicacdo de uma ampla gama de andlises de delimitagdo aos taxons-alvo, optamos por uma
abordagem conservadora na delimitacdo de linhagens, definidas a partir da concordancia entre
a maioria dos métodos e a distribui¢do geografica (Carstens et al., 2013).

Embora o uso cada vez maior de métodos de delimitacdo possa levar a descoberta
genuina de linhagens evolutivas anteriormente desconhecidas, ¢ necessaria cautela. Pequenas
populagdes recentemente isoladas, por deriva genética, ja poderiam se tornar reciprocamente
monofiléticas e ser diagnosticaveis (Padial et al., 2010). Dessa forma, delimitar espécies
associadas a sistemas naturalmente fragmentados e alopatricos, tais como cavernas, onde
pressoes seletivas semelhantes podem promover estase morfolégica ou homoplasia, permanece
uma tarefa desafiadora (Bickford et al., 2007; Niemiller et al., 2012).

Assim, inferéncias sobre os limites de espécies com base apenas em dados genéticos

devem ser consideradas hipdteses. A delimitacdo deve ser conduzida levando-se em
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consideracdo outras fontes de informacgao, tais como a historia de vida, distribuicdo geogréafica,
morfologia, comportamento, entre outras. Isso constitui a chamada taxonomia integrativa (de
Queiroz, 2007; Padial et al., 2010; Sukumaran e Knowles, 2017).

Analises que incluem uma estimativa da diversidade de espécies a partir de linhagens
hipotéticas (mesmo que usando um uUnico lécus génico), além de informagdes sobre
distribui¢do, constituem um importante ponto de partida para a realizacao de pesquisas futuras,
especialmente para grupos pouco estudados e de ambientes extremos como habitats
subterraneos (Fisér e Zagmajster, 2009; Carstens et al., 2013). Além disso, diversos estudos
tém encontrado correspondéncia entre linhagens cripticas identificadas a partir de DNA
mitocondrial (geralmente um unico marcador, o cox1) e agrupamentos delimitados a partir de
marcadores nucleares, incluindo dados genomicos. Entre os Arthropoda, alguns desses estudos
envolveram insetos (Janzen et al., 2017; Kozlov et al., 2017; Dinca et al., 2019), além de
Isépodes (Guzik et al., 2019) e anfipodes estigdbios (Zaksek et al., 2019).

Além dos dados genéticos, nossas andlises basearam-se na distribuicdo geografica e
histéria evolutiva para explicar o isolamento das linhagens. Com amostragem em toda a
distribui¢do conhecida dos taxons-alvo, identificamos que as microbacias sdo determinantes
para a diferenciagdo das linhagens nos taxons aquaticos que apresentaram diversidade criptica
(Cirolanidae sp.2 e Potiberaba) e também para Kinnapotiguara, sendo que, nesse caso, 0S
lajedos determinaram uma estruturagdo ainda maior. Outras barreiras, possivelmente
relacionadas a capacidade de dispersao e/ou especificidades ecologicas, aqui ndo identificadas,
devem explicar as diferencas observadas entre Cirolanidae sp.1 e os demais tdxons aquaticos.
Assim, as UTO’s aqui delimitadas sdo apresentadas como hipoteses de espécies e ¢
recomendada a realizacdo de novos estudos objetivando testd-las e, sendo confirmadas,
descrevé-las formalmente com base em uma abordagem de taxonomia integrativa.

Adicionalmente, somente uma pequena parcela das linhagens aqui identificadas
encontra-se oficialmente protegidas no PARNA da Furna Feia (parte da distribuigdo de
Cironalidae sp.1, a UTO 1 de Cirolanidae sp.2 e as UTO’s 1 e 3 de Potiberaba). A maioria das
demais linhagens estd em areas expostas a diversas atividades antropicas impactantes, tais como
turismo desordenado, mineracdo, exploracdo de petroleo, desmatamento e exploragao
insustentavel de dgua subterranea para fruticultura irrigada (Cruz et al., 2010; Ferreira et al.,
2010). Assim, agdes urgentes de controle, planejamento e educagdo ambiental sdo necessarias
visando a conservacdo das demais linhagens aqui identificadas, a maioria com distribuigdo

restrita e possivelmente ameagadas de extingao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A filogeografia comparada pode revelar informagdes rapidas e robustas para acessar
grupos sem taxonomistas especialistas, ou no caso de pouca divergéncia morfoldgica. Além
disso, pode contribuir para a taxonomia ao indicar os principais agrupamentos dentro de cada
taxon. Essas informacdes iniciais podem ser valiosas no caso de grupos pouco conhecidos e
endémicos, principalmente ao chamar atencdo para linhagens possivelmente ameacadas de
extin¢do e de interesse para conservagao.

Recomenda-se a realizagdo de pesquisas adicionais com a inclusdo de outros marcadores
moleculares, além de outras visando acessar informacdes ecologicas e de historia de vida. Tais
informacdes, associadas a formagao de especialistas nesses taxons, sao necessarias para
compreender adequadamente os padrdes aqui identificados e tragar estratégias efetivas de

conservacao.
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Antes que seja tarde: areas prioritarias para conservacio de espécies cripticas e
ameacadas de artropodes troglobios na Caatinga.

RESUMO

A avaliagdo precisa da riqueza de espécies e endemismos ¢ essencial para identificar areas
prioritarias para conserva¢do. Uma das etapas mais importantes nesse processo ¢ a avaliacdo
do risco de extingdo, que depende da compreensdo da distribuicdo geografica e/ou dinamica
populacional das espécies e das ameacas as quais estdo submetidas. Enquanto a maioria das
espécies permanece ndo descrita, a identificacdo de linhagens cripticas ¢ um resultado frequente
em estudos filogenéticos e filogeograficos, sendo comum em organismos subterraneos. O oeste
da formagao Jandaira, nos estados do Rio Grande do Norte ¢ Ceara, Nordeste do Brasil, ¢ uma
area com grande relevancia bioespeleoldgica onde foi identificada grande diversidade de
linhagens cripticas em trés de quatro tdxons troglobios anteriormente considerados de ampla
distribuigdo (isopodes e anfipodes aquaticos, além de uma cigarrinha terrestre). E possivel que
tais linhagens estejam diferencialmente expostas a ameagas antrdpicas, € que possuam
diferentes riscos de extingdo em relagdo aos tdxons nominais dos quais fazem parte. Assim, os
objetivos deste estudo foram avaliar o estado de conservacdo de cada uma das linhagens e
identificar areas prioritarias para sua conservacao. Foram identificadas sete ameacas antropicas
que impactam as linhagens cripticas, que por sua vez podem ser enquadradas em diferentes
categorias de ameaca em relagdo aos complexos de espécies dos quais fazem parte. Enquanto
Cirolanidae sp.1 foi categorizada como Vulneravel, Cirolanidae sp.2 possui uma linhagem
Menos Preocupante (LC) e duas Criticamente Ameagadas (CR). Em Potiberaba, ha duas
linhagens LC, uma Em Perigo (EN, P. porakuara) e duas CR. Por fim, para Kinnapotiguara,
ha quatro linhagens EN e trés CR (incluindo K. troglobia). Foram identificadas duas areas
prioritarias para conservagao das linhagens, com destaque para a regido 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 uso de abordagem filogeografica comparada pode
representar um primeiro passo no processo de garantir a protecdo de tdxons subterraneos,
indicando areas e agdes que devem ser priorizadas em um contexto de recursos cada vez mais

€SCassos para a conservac;éo.

Palavras Chave: Estado de conservacao, Cavernas, Cox1, Espécies ameacgadas, Filogeografia,

TUCN.
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Before it is too late: priority areas for conservation of cryptic and threatened species of cave

arthropods in Brazilian semiarid

ABSTRACT

Accurate assessment of species richness and endemism is essential to identify priority areas for
conservation. One of the most important steps in this process is the assessment of extinction
risk, which depends on understanding the geographic distribution and/or population dynamics
of the species and the threats to which they are submitted. While most species remain
undescribed, the identification of cryptic lineages is frequent in phylogenetic and
phylogeographic studies, being particularly common in subterranean organisms. The west of
the Jandaira Formation, in the states of Rio Grande do Norte and Ceara, Northeast Brazil, is an
area of great biospeleological relevance where a great diversity of cryptic lineages has been
identified in three of four troglobitic taxa previously considered to be widely distributed
(isopods, amphipods and a terrestrial planthopper). It is possible that such lineages are
differentially exposed to anthropogenic threats, and that they have different extinction risks in
relation to the nominal taxa to which they are part. Thus, the objectives of this study were to
assess the conservation status of each lineage and identify priority areas for its conservation.
Seven anthropogenic threats were identified that impact the cryptic lineages, which in turn can
be classified into different threat categories in relation to the species complexes they are part.
While Cirolanidae sp.1 was categorized as Vulnerable, Cirolanidae sp.2 has a Least Concern
(LC) and two Critically Endangered (CR) lineages. In Potiberaba, there are two LC lineages,
one Endangered (EN, P. porakuara) and two CR. Finally, for Kinnapotiguara, there are four
EN and three CR lineages (including K. troglobia). Two priority areas were identified for the
conservation of the lineages, with emphasis on the microbasin region of the Abreu stream and
Rosério outcrop, in Felipe Guerra municipality, which houses half (eight, six of which are
endemic) of the identified lineages. The use of a comparative phylogeographic approach can
represent a first step in the process of guaranteeing the protection of subterranean taxa,
indicating areas and actions that should be prioritized in a context of increasingly scarce

resources for conservation.

Keywords: Conservation status, Caves, Cox1, Endangered species, [IUCN, Phylogeography.
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INTRODUCAO

As crescentes ameagcas a biodiversidade em fun¢ao da acao humana, em todo o mundo,
tornam necessdrias agdes de conservacdo baseadas em padrdes evolutivos para preservar
populacdes e espécies de animais e plantas ameagadas (Carroll et al., 2014; Smith et al., 2014;
Nielsen et al., 2017). Nesse contexto, prevenir a perda de habitat ¢ talvez o maior desafio para
a conservacao da biodiversidade global, sendo que avaliacdes precisas da riqueza de espécies e
endemismos sdo essenciais para identificar 4reas prioritarias para conservacdo e orientar a
delimitagdo de areas protegidas (Myers et al., 2000; Bickford et al., 2007; Beheregaray e
Caccone, 2007; Bernardo, 2011; Funk et al., 2012). Uma das etapas mais importantes nesse
processo envolve a avaliacdao do estado de conservagdo de espécies, que, por sua vez, depende
da compreensao da distribui¢dao geografica e/ou dindmica populacional das espécies, além das
ameagas (reais e potenciais) as quais estdo submetidas (Souza et al., 2018; TUCN, 2019).

A maioria das espécies, no entanto, permanece nao descrita, de forma que esforgos para
catalogar e compreender a biodiversidade precisam ser priorizados (Bickford et al., 2007).
Mesmo considerando somente as espécies formalmente reconhecidas, a maioria delas foi
descrita com base no conceito fenético ou morfolégico (Mayden, 1997). Entretanto, a
especiagdo nem sempre ¢ acompanhada por mudancas morfologicas suficientemente marcantes
para diferenciar linhagens distintas, de forma que a identificacdo e descricdo de espécies
cripticas tém implicagdes importantes para a conservagdo, protecdo e gestdo dos recursos
naturais (Bickford et al., 2007). Tais espécies sdo constituidas frequentemente por pequenas
populagdes ou linhagens alopatricas que podem estar em maior risco de extingdo, ja que a
genética e a biologia evolutiva ndo estdo, na maioria das vezes, bem integradas ao planejamento
de a¢des de conservagao (Ralls et al., 2018).

Nesse sentido, a identificagdo de linhagens cripticas tem importantes implicagdes para
a conservagdo, ja que frequentemente apresentam diferentes niveis de ameaca e exigem
diferentes estratégias de protecdo (Niemiller et al., 2013). Uma espécie anteriormente
considerada de ampla distribuicdo e baixa preocupacao para a conservagao pode, na verdade,
ser constituida de varias espécies cripticas com distribui¢do restrita € maior risco de extingao
(Bickford et al., 2007; Funk et al., 2012; Niemiller et al., 2012; 2013). A descoberta de padrdes
geograficos e de habitat especificos para a distribui¢do de espécies cripticas pode, portanto,
revelar hotspots de endemismo e diversidade ainda desconhecidos que, por sua vez,
justificariam a priorizagao de determinados habitats ou locais para conservagao (Bickford et al.,

2007).
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A identificagdo de linhagens cripticas ¢ um resultado frequente em estudos filogenéticos
e filogeograficos, sendo especialmente comum em organismos subterraneos (Verovnik et al.,
2003; Finston et al., 2007; Trontelj et al., 2009; Niemiller et al., 2012; 2013; Fiser et al., 2018).
Apesar de os habitats subterraneos serem frequentemente negligenciados em questdes globais
de conservagao, eles abrigam formas de vida excepcionais e representam ambientes criticos a
serem priorizados nas politicas de conservacao (Mammola et al., 2019).

Embora os estudos em biologia subterranea tenham historicamente se concentrado nas
regides temperadas, principalmente Europa e Estados Unidos, regides tropicais como Australia
e Brasil tém revelado uma elevada riqueza e inimeros endemismos de espécies troglobias
(estritamente subterraneas) (White et al., 2019). No Nordeste do Brasil ha extensas areas
carsticas associadas aos calcarios da formacgdo Jandaira, cujos afloramentos intensamente
carstificados (conhecidos como lajedos) ocorrem em uma area de mais de 13.000 km? no norte
do Rio Grande do Norte ¢ nordeste do Ceara (Bezerra et al., 2007; Cruz et al., 2010;
CANIE/CECAYV, 2020; Rabelo et al., 2020).

A regido oeste dessa formacao ¢ reconhecida pela riqueza e concentragdao de espécies
de invertebrados troglobios, no entanto, enquanto a maioria das espécies apresenta distribui¢ao
restrita, quatro taxons t€ém ocorréncia relativamente ampla: 1) duas espécies de isdpodes
cirolanideos, ainda nao descritas (Ferreira et al., 2010; Bento et al., 2016; Bento et al., 2021);
i) o anfipode Potiberaba Fiser, Zagmajster & Ferreira, 2013 (Amphipoda: Mesogammaridae)
(Ferreira et al., 2010; Fisér et al., 2013; Bento et al., 2016; Bento et al., 2021); e iii) a cigarrinha
troglobia Kinnapotiguara troglobia Hoch & Ferreira, 2013 (Hemiptera: Kinnaridae) (Ferreira
et al., 2010; Hoch e Ferreira, 2013; Bento et al., 2016; Bento et al., 2021).

No Capitulo I foi identificado que, com excecao de Cirolanidae sp.1, todos os demais
taxons amplamente distribuidos apresentaram extensa diversidade de linhagens cripticas. Além
da identificagdo de trés unidades taxondmicas operacionais (UTO’s) para Cirolanidae sp.2 e
quatro para Potiberaba (além de P. porakuara), Kinnapotiguara provavelmente consiste em
um complexo com sete espécies cripticas. Além disso, foi identificado que as microbacias sao
determinantes para a diferenciagdo das linhagens nos tdxons aquaticos que apresentaram
diversidade criptica (Cirolanidae sp.2 e Potiberaba) e também para Kinnapotiguara, sendo que,
nesse caso, os lajedos determinaram uma estruturagao ainda maior.

Somente uma pequena parcela das linhagens identificadas encontra-se oficialmente
protegida no Parque Nacional da Furna Feia (PNFF), unidade de conservacdo criada

recentemente para proteger uma importante concentragdo de cavernas entre os municipios de
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Barauina e Mossord (Brasil, 2012). A maioria das demais linhagens esta em cavernas e nascentes
carsticas em areas expostas a diversas atividades antrdpicas impactantes, tais como turismo
desordenado, mineragao, exploracao de petroleo, desmatamento e exploracdo insustentavel de
4gua subterranea para fruticultura irrigada (Cruz et al., 2010; Ferreira et al., 2010). E importante
destacar que nenhum desses taxons teve seu estado de conservagdo avaliado.

A incidéncia e abrangéncia dessas ameagas variam ao longo da distribui¢do geografica
desses taxons. Assim, as linhagens cripticas recém identificadas provavelmente estdo
diferencialmente expostas as ameacas, podendo ser enquadradas em diferentes categorias em
relacdo aos complexos de espécies dos quais fazem parte. Dadas as crescentes ameacas
antropicas que afetam os ambientes que abrigam esses artropodes troglobios, uma avalia¢do do
estado de conservagao dessas linhagens cripticas se mostra urgente.

Embora areas com espécies raras ¢ endémicas sejam frequentemente consideradas no
processo de priorizagdo para a conservacdo da biodiversidade, nem todas t€ém a mesma
importancia para a conservagdo. Por exemplo, dreas que abrigam mais espécies ameagadas
devem ser consideradas mais importantes do que aquelas com espécies de menor preocupacgao
para a conservacao (Possingham e Wilson, 2005; Fattorini, 2006; Fattorini et al., 2020). Além
disso, varios estudos tém mostrado que a diversidade genética intraespecifica ¢ espacialmente
estruturada, e que as areas de maior diversidade genética sdo frequentemente coincidentes entre
varias espécies (Hewitt, 1996), resultando em hotspots de diversidade genética (Carnaval et al.,
2014). Apesar disso, ainda ha poucos estudos que incorporaram explicitamente a filogeografia
de varias espécies na priorizagdo espacial de conservagdo (Carvalho et al., 2017).

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar o estado de conservagao dos complexos
de espécies e de cada uma das linhagens identificadas no Capitulo I para Cirolanidae sp.1,
Cirolanidae sp.2, Potiberaba e Kinnapotiguara, bem como identificar areas prioritarias para
acoes de conservagdo dessas linhagens. Para tanto, buscamos: (1) analisar a estruturagdo e
diversidade genética dos taxons-alvo; (2) verificar as ameagas e fatores associados ao risco de
extingao; (3) aplicar o método de categorias e critérios da International Union for Conservation
of Nature (IUCN) (Souza et al., 2018; IUCN, 2019) para cada linhagem, fazendo
recomendacdes para a avaliacdo oficial do estado de conservagdo; e (4) identificar areas
prioritarias para agdes de conservagdo das linhagens cripticas, mesmo antes de formalmente

descritas, no intuito de agilizar a adogao de estratégias de conservacao e manejo.
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MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

Os taxons-alvos deste estudo ocorrem em 30 cavernas ¢ nascentes carsticas na formacao
Jandaira, localizadas nos municipios de Baratna, Felipe Guerra, Governador Dix-Sept Rosado
(GDS Rosado) e Mossoro, estado do Rio Grande do Norte (RN), e Quixeré, Estado do Ceara
(CE), Nordeste do Brasil (Tabela 1, Figura 1). Como mencionado anteriormente, somente
quatro cavernas estao inseridas no Parque Nacional da Furna Feia (PNFF), enquanto as demais
areas estdo expostas a diversas atividades antropicas impactantes (Cruz et al., 2010; Ferreira et
al., 2010).

A regido insere-se na Caatinga e apresenta clima quente e semidrido,
predominantemente do tipo BSh segundo a classifica¢ao climatica de K&ppen (Alvares et al.,
2013). A precipitacdo média anual situa-se em torno de 800mm (no entanto 70% da precipitacao
pode ocorrer em um unico més), fato que, aliado a alta incidéncia solar e a baixa umidade

relativa, leva a altas taxas de evaporacao e déficit hidrico na maior parte do ano (Silva et al.,

2017).
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Tabela 1. Dados das cavernas e nascentes com espécies troglobias alvo deste estudo, incluindo quantidade de individuos sequenciados e ameacas
(incidentes e potenciais) para cada UTO identificada. A primeira coluna indica os nimeros pelos quais sdo identificadas as localidades na Figura 1. * -
Parque Nacional da Furna Feia; P.por — Potiberaba porakuara; K.tro — Kinnapotiguara troglobia; Ameagas: D — desmatamento, A - agricultura, MI -
mineracdo irregular, EP - explorago de petroleo, P - Pecuaria, VD - visitagdo desordenada, RF - rebaixamento do nivel freatico, ANM - poligonos de
direitos minerarios em estagio avancado, DRL: Direito de Requerimento de Lavra, RL: Requerimento de Lavra, CL: Concessédo de Lavra.

Coordenadas (SIRGAS 2000) Ocorréncia e numero de individuos sequenciados Ameacas

Localidade Sigla Municipio/Estado Latitude (5) Longitude (W) Ciroslznlidae CiroSI;nzidae Potiberaba Kinnapotiguara Incidentes Potenciais
01 Furna Nova* FNV Barauna/RN 05°02'03,21" 37°34'16,04" 7 - -
02 Caverna do Lago* LGO Barauna/RN 05°02'11,40" 37°34'15,24" 5 - -
03 Furna Feia* FFA Baradna/RN 05°02'12,76" 37°33'36,64" 11 (UTO 1) - -
04 Caverna Pedra Lisa* PDL Baradna/RN 05°02'43,84" 37°31'18,85" 1 5(UTO 1) 5 (UTO 2) - -
05  Gruta do Olho d’Agua do Cedro oDC Quixeré/CE 05°12'39,69" 37°43'35,87" 2 3 (P.por) D,A ANM (CL)
06 Caverna da Aposta APO Quixeré/CE 05°12'39,69" 37°43'35,87" 2 D, MI ANM (RL)
07 Olho d’Agua da Onca 0oDOo Mossoré/RN 05°28'34,18"  37°16'48,73" 5 (UTO 4) D, P ANM (RL)
08 Olho d’Agua da Furna ODF GDS Rosado/RN ~ 05°28'50,55"  37°32'29,94" 7 (P.por) D, MI, VD ANM (CL)
09 Gruta Boca de Peixe BPX GDS Rosado/RN 05°29' 04,56" 37°33'29,69" 8 (UTO 1) D, MI ANM (DRL)
10 Gruta do Pogo Feio PFE GDS Rosado/RN 05°29'15,51" 37°33'33,40" 4 (P.por) 8 (UTO 1) D, MI, VD ANM (DRL)
11 caverg:bdo"cl“:/?'g”::""d" CAG  GDSRosado/RN  05°29'43,56"  37°32'43,46" 12 1 (P.por) D, MI ANM (CL)
12 Caverna SN9 SN9 GDS Rosado/RN 05°29'41,33" 37°32'41,71" 1(UTO6) D, MI ANM (CL)
13 Caverna Sombra de Ubaia suB GDS Rosado/RN 05°29'41,64" 37°32'41,23" 1(UTO6) D, MI ANM (CL)
14 Caverna da Bota BOT Felipe Guerra/RN  05°31'30,85" 37°37'05,29" 7 (UTO 2) D, MI, EP ANM (RL)
15 Caverna do Arapua ARA Felipe Guerra/RN  05°31'48,25" 37°36'58,48" 9 (UTO 2) D, MI, EP ANM (RL)
16 Caverna da Seta SET Felipe Guerra/RN  05°32'40,23" 37°38'03,10" 7(UTO2) D, MI ANM (CL)
17 Gruta da Rumana RUM Felipe Guerra/RN ~ 05°33' 54,12" 37°39'07,23" 10 (UTO 5) D,A -
18 Gruta do Buraco Redondo BRD Felipe Guerra/RN  05°34' 42,98" 37°39'04,99" 9 (UTO 5) D ANM (DRL)
19 Gruta dos Troglébios TRO Felipe Guerra/RN 05°33'24,27" 37°39'40,57" 11 5 (P.por) 11 (K.tro) - -
20 Caverna dos Crotes CRO Felipe Guerra/RN 05°33'37,92" 37°39'30,89" 8(UTO 2) 2(UTO2) 7 (K.tro) D,A VD
21 Gruta da Descoberta DBT Felipe Guerra/RN 05°33'47,50" 37°39'55,77" 9 (K.tro) D,A -
22 Olho d’Agua do Tetéu oDT Felipe Guerra/RN 05°34'02,63" 37°40'13,88" 4 (P.por) D,A -
23 Caverna dos Dois CDS Felipe Guerra/RN 05°34'06,51" 37°40'50,42" 7 (UTO 4) D -
24 Caverna Duas Urtigas URT Felipe Guerra/RN 05°33' 35,48" 37°41'00,01" 2 (UTO 3) D, Ml ANM (DRL)
25 Caverna da Raposa RAP Felipe Guerra/RN 05°33'36,15" 37°41'03,77" 2 (UTO 3) D, Ml ANM (DRL)
26 Caverna Lapa | LAI Felipe Guerra/RN 05°33' 35,50" 37°41'18,31" 8 (UTO 3) D, Ml ANM (DRL)
27 Lapa I/Engano LIE Felipe Guerra/RN 05°33'41,89" 37°41'42,25" 6 (UTO 3) D, Ml ANM (DRL)
28 Caverna do Mosteiro MOS  Felipe Guerra/RN 05°33'45,61" 37°41'44,19" 6 (UTO 3) D, Ml ANM (DRL)
29 Caverna Boa CBO Felipe Guerra/RN 05°33' 59,50" 37°41'52,43" 9 3 (P.por) 2 (UTO 3) - ANM (DRL)
30 Gruta dos Trés Lagos TLG Felipe Guerra/RN 05°35' 34,40" 37°41'12,70" 9 4 (UTO 3) 14 (P.por) VD, A, RF ANM (DRL)
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37°45'0"W 37°300"W 37°15'0"W LEGENDA LOCALIDADES

/ ~ 01 - Furna Nova (FNV)
02 - Caverna do Lago (CLG)
03 - Furna Feia (FFA)

04 - Caverna da Pedra Lisa (PDL)
Bacia hidrografica - Rio Apodi-Mossor6 ~ ++ Riachos e cdrregos sazonais 05 - Gruta do Olho dAgua do Cedro (ODC)

Bacia hidrogréfica - Microbacias Costeiras <4} Parque Nacional da Furna Feia| | o6 - caverna da Aposta (APO)
I Bacia hidrogréafica - Rio Jaguaribe 07 - Olho d’Agua da Onga (ODO)
08 - Olho d’Agua da Furna (ODF)
09 - Caverna Boca de Peixe (BPX)
10 - Gruta do Pogo Feio (PFE)
11 - Gruta Marimbondo Cabodo/Agua (CAG)
12 - Caverna SN9 (SN9)
13 - Caverna Sombra de Ubaia (SUB)
14 - Gruta da Bota (BOT)
15 - Caverna do Arapua (ARA)
16 - Caverna da Seta (SET)
17 - Gruta da Rumana (RUM)
18 - Caverna do Buraco Redondo (BRD)
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Figura 1. Localizacdo das cavernas e nascentes carsticas que abrigam grupos-alvo deste estudo (A), ampliagdo da area com grande concentragdo de
localidades nos municipios de Felipe Guerra/RN e Governador Dix-Sept Rosado/RN (B) e atividades antropicas impactantes ao ambiente subterraneo:
mineragio irregular no lajedo do Arapué (C); forno de cal proximo ao Olho d’Agua da Furna (localidade 08). E possivel observar grande quantidade de
lenha de vegetacdo nativa, resultado de desmatamento, utilizada como combustivel na queima do calcério (D); exploragdo de petrdleo proxima a caverna
da Bota (14)(E); visitagao desordenada no Poco Feio (10)(F).
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Analises dos dados

Para as analises genéticas, foi utilizado o mesmo conjunto de dados do Capitulo I,
composto por sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo C oxidase subunidade I
(cox1), amplificadas por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) com os primers LCO-1490 e
HCO-2198 descritos por Folmer et al. (1994). Esse conjunto ¢ composto por sequéncias parciais
do cox1 de 593 pb de 67 individuos de Cirolanidae sp.1, com a identificacdo de 32 haplétipos
em nove cavernas, € de 17 individuos de Cirolanidae sp.2 (nove haplétipos) de trés cavernas.
Para Potiberaba foram obtidas sequéncias parciais de 588 pb de 64 individuos e identificados
23 haplotipos em 11 localidades, além de sequéncias de 659 pb de 120 individuos de
Kinnapotiguara (19 haplotipos) de 19 cavernas (Tabela 1).

A partir da andlise de distribuicao de haplétipos feita com o programa DNAsp v.5
(Librado e Rozas, 2009), foi construida uma rede de haplétipos usando TCS Network (Clement
et al., 2002) no software PopArt (Leigh e Bryant, 2015), com o objetivo de visualizar os padrdes
de distribui¢do da diversidade genética.

Com o objetivo de avaliar padrdoes de particionamento genético e geografico e
determinar o nimero de populagdes nos tdxons-alvo, foram utilizadas duas abordagens: a
analise espacial de variancia molecular (SAMOVA, Dupanloup et al., 2002); e a inferéncia
bayesiana da estrutura genética de populacdes, implementada no BAPS 5.2 (Bayesian Analysis
of Population Structure), por meio da opg¢ao Population mixture analysis — Clustering with
linked loci (Corander e Tang, 2007; Corander et al., 2008) e 10 corridas independentes para
cada cendrio de K=2:n (onde n ¢ o nimero de localidades). No caso do BAPS, a analise foi feita
inicialmente para os tdxons nominais e posteriormente para cada uma das UTO’s com
ocorréncia em mais de uma localidade.

O software Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010) foi usado para calcular o indice de
fixagdo (®st), como uma estimativa de fluxo génico, entre todas as localidades de cada um dos
taxons. Também com o uso do Arlequim 3.5 foram realizados testes de neutralidade, usando D
de Tajima (Tajima, 1989) e Fy de Fu (Fu, 1997), e calculados os indices de diversidade
nucleotidica () e haplotipica (h) para as diferentes popula¢des (conforme resultados da
SAMOVA) das UTOs identificadas em cada um dos taxons-alvo.

Identificacdo de ameacas

Paralelamente a coleta de invertebrados, foram identificados empreendimentos e

atividades antrdpicas impactantes ao ambiente subterraneo nas cavernas e entorno.

Posteriormente, esse levantamento foi complementado com a observagdo de imagens de
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satélites, por meio do software Google Earth Pro 7.3. A regido de entorno foi delimitada pelas
microbacias para os taxons aquaticos, e pelos lajedos para Kinnapotiguara, tendo em vista sua
identificacdao no Capitulo I como determinantes para a distribuicao das diferentes linhagens.
Além das observacdes em campo, foram levantadas outras possiveis ocorréncias de
atividades impactantes na literatura publicada (Cruz et al., 2010; Ferreira et al., 2010; FiSer et
al., 2013; Hoch e Ferreira, 2013; Souza et al., 2018a). Adicionalmente, foi realizado
levantamento dos poligonos de direitos minerarios na area de estudo por meio do Sistema de
Informagdes Geograficas de Mineracdo (Sigmine) da Agéncia Nacional de Mineragdo

(disponivel em: <http://sigmine.dnpm.gov.br/webmap/>, acessado em 30 Nov. 2020). Foram

considerados somente os poligonos em estagio avancado, ou seja, aqueles com relatorio final
de pesquisa mineral aprovado (Direito de Requerimento de Lavra, Requerimento de Lavra e
Concessao de Lavra). Esses poligonos sdo importantes indicativos da instalagdo de
empreendimentos de extragdo mineral nos proximos anos, € constituem ameagas potenciais aos
ambientes subterraneos.

Avaliacao do risco de extin¢cao

A avaliagdo do risco de extingdo foi realizada segundo o método de categorias e critérios
da Unido Internacional para a Conservagao da Natureza (IUCN, 2019). Trata-se da abordagem
mais abrangente, objetiva e cientificamente rigorosa para avaliar o risco de exting¢ao, € € o
modelo utilizado em todo o mundo e por governos de diversos paises, incluindo o Brasil, para
elaboracdo de listas nacionais de espécies ameagadas (Souza et al., 2018).

Foram avaliados os estados de conserva¢ao dos complexos e também das linhagens
cripticas (UTO’s) identificadas no Capitulo I, com o objetivo de compara-los. Como o método
da IUCN s6 considera taxons formalmente descritos, as linhagens ou espécies cripticas nao sao
passiveis de avaliagdo. Isso pode levar a cenérios ndo condizentes com o real risco de extingao.

Esse método utiliza categorias e critérios para definir o risco de extingdo das espécies,
por meio da andlise e combinagdo de informacdes relacionadas ao tamanho populacional e
informacdes sobre fragmentacao, flutuagdes ou declinio passado e/ou projetado; extensao da
distribui¢do geografica, da area de ocupagdo e informagdes sobre fragmentagdo, declinio ou
flutuacdes; ameacas que afetam a espécie; e medidas de conservagao ja existentes (Souza et al.,
2018). Ha cinco critérios utilizados para determinar o grau de ameaca de extingao e a categoria
de risco, e uma espécie € considerada ameagada se atender a pelo menos um deles: “A”, redugdo
da populagdo (passada, presente e/ou projetada); “B”, distribuicdo geografica restrita e

apresentando fragmentacdo, declinio ou flutuagdes; “C”, populagdo pequena e com
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fragmentacdo, declinio ou flutuagdes; “D”, Populagdo muito pequena ou distribui¢do muito
restrita; e “E”, andlise quantitativa de risco de extingao.

A maioria dos critérios inclui subcritérios que sao utilizados para justificar mais
especificamente a classificacdo de uma espécie em determinada categoria. Tendo em vista a
auséncia de informacdes populacionais com a precisdo necessaria para a aplicacao dos critérios

A, C e E, avaliamos o risco de extingdo com base apenas nos critérios B e D (figura 2).

5

B. Distribuiciio geogrifica restrita e apresentando fragmentacéo, declinio ou flutuagdes

Em Perigo Vulnerzavel

B1 Extensio de ocorréncia < 5.000 km? < 20.000 km?

B2 Arca de ocupagio < 500 kny? < 2,000 km?
E pelo menos 2 dos seguintes itens:
(a) Populagdo severamente fragmentada, OU numero de <5 10

localizacdes
(b) declinio continuado em um ou mais dos itens: (1) extensdo de ocorréncia; (ii) arca de ocupagio; (1i1) drea, extensdo e/ou
qualidade do habitat; (iv) nimero de localizagdes ou subpopulagdes; (v) nimero de individuos maduros.

(c) flutuagdes extremas em qualquer um dos itens: (i) extensdo de ocorréncia; (ii) drea de ocupagio; (iii) nimero de localizagoes
ou subpopulagdes; (iv) nimero de individuos maduros.

D. Popula¢ao muito pequena ou distribuicio muito restrita

Em Perigo Vulneravel
D Numero de individuos maduros <250 DI1.<1.000
D2 Arca de ocupagio restrita ou nimero de localizagdes, l;)l\zéjo‘ltlc2a(1)nl(er]\11t”c
sob uma amecacga futura plausivel de levar o taxon a - - o Niiners da
condi¢do de CR ou EX em curto prazo. SR
localizagdes < 5

Figura 2. Resumo da aplicacao dos critérios B e D do método IUCN, utilizados para categorizar
o risco de extingdo de uma espécie (modificado de Souza et al. 2018).

Para a aplicagdo desses critérios € necessario o calculo da Extensdo de Ocorréncia
(EOO) e/ou Area de Ocupagido (AOO), além do ntimero de localizagdes. A EOO é a area contida
dentro do menor limite continuo que possa ser tragado para englobar todos os pontos
conhecidos, inferidos ou projetados da presenca atual de um taxon; a AOO ¢ a area ou a soma
das areas ocupadas por um tdxon no interior da sua extensdo de ocorréncia (IUCN, 2019).

Para o calculo da EOO foi medida a area do menor poligono convexo (MPC) no qual
nenhum angulo interno seja maior que 180° e que contenha todos os pontos de ocorréncia
(IUCN, 2019). Quando nao foi possivel o uso do MPC (menos de trés ocorréncias), a EOO foi
calculada com base em uma linha com largura de 2 km ligando os dois pontos de ocorréncia,
ou considerada igual a AOO (uma ocorréncia). Ainda segundo as regras da IUCN, caso o
calculo da EOO resulte em valor menor que a AOO, aquela deve ser igualada a esta (IUCN,
2019). A AOO foi calculada com base no método do esquadrinhamento, no qual toda a area de

extensdo de ocorréncia é sobreposta a grids de 2 km de lado (4 km?). A AOO entio é calculada
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somando a area de cada grid em que a espécie ocorre (IUCN, 2019). Os calculos foram
realizados no software GPS Trackmaker Pro 4.9 (https://www.trackmaker.com/main/pt/).

O numero de localizagdes foi calculado com base na quantidade de areas, geografica ou
ecologicamente distintas, nas quais um impacto teria que ocorrer para afetar toda a espécie
(IUCN, 2019). O tamanho da localizagdo depende da area abrangida pela ameaca e pode incluir
parte de uma ou mais subpopulac¢des, de forma que para esse calculo foram levadas em
consideragdo as populagdes de cada tdxon ou UTO (definidas de acordo com as analises
realizadas no SAMOVA e BAPS), e suas distribuicdes geograficas.

As UTOs que atendem aos requisitos para serem categorizadas como Criticamente em
Perigo (Critically, CR), Em Perigo (Endangered, EN) ou Vulneravel (Vulnerable, VU) sao
aquelas efetivamente consideradas ameacadas de extingao e, consequentemente, necessitam de
acoes prioritarias de conservagdo. As outras categorias possiveis sao Quase Ameagada (Near
Threatened, NT) (quando ndo atende aos critérios para enquadrar-se em nenhuma das categorias
de ameaca, mas fica proxima de atender, ou € provavel que venha a se enquadrar em um futuro
proximo), Menos Preocupante (Least Concern, LC) (quando nao atende aos critérios) ou Dados
Insuficientes (Data Deficient, DD) (quando ndo hé informacdo adequada para uma correta
aplicacdo dos critérios). Embora as espécies DD nado entrem na lista de espécies ameacadas,
elas podem estar em risco de extingao, mas o conhecimento atual ndo permite tal afirmagao,
necessitando de maiores estudos para uma analise mais conclusiva (Souza et al., 2018).
Identificacao de Areas Prioritarias

As areas prioritarias para conservagao foram identificadas com base na quantidade de
linhagens, endemismos e respectivos graus de ameaca, presentes nas diferentes microbacias ou
lajedos. Como o método de categorias e critérios da IUCN, de certa forma, ja considera os
endemismos (por meio do niumero de localizagdes), cada uma das areas recebeu uma pontuagao
de acordo com o niimero de linhagens e suas respectivas categorias de ameaga: um ponto para
cada linhagem ndo ameacada, dois pontos para cada linhagem VU, trés pontos para cada

linhagem EN e quatro pontos para cada linhagem CR.

RESULTADOS
Estrutura populacional

Apenas Cirolanidae sp.1 apresentou um haplotipo compartilhado entre localidades
distantes e inseridas em diferentes bacias: Hap 6, presente em localidades na regido das

Microbacias Costeiras, na microbacia do Corrego da Mata (cavernas do Lago, CLG) e na
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microbacia do Corrego do Virginio (caverna da Pedra Lisa, PDL), e na bacia do rio Apodi-
Mossoré (caverna da Agua, CAG, localizada na microbacia do Riacho do Cote). Os demais
haplétipos compartilhados ocorreram apenas em cavernas proximas, pertencentes a uma mesma
microbacia (Hap 17 e Hap 19, presentes nas cavernas CLG e Furna Nova, FNV, ambas na
microbacia do Cérrego da Mata; Hap 15, presente na caverna dos Trés Lagos, TLG, e Caverna
Boa, CBO, na microbacia do Riacho do Abreu) ou microbacias adjacentes (Hap 14,
compartilhado entre TLG e CBO, além da gruta dos Troglobios, TRO, na microbacia do riacho
do Arapud) (Figura 3A, B).

Cirolanidae sp.2 apresentou haploétipos Uinicos de cada caverna, separados por varios
passos mutacionais dos haplétipos pertencentes as outras UTO’s com ocorréncia em outras
localidades (Figura 4A, B). Ja Potiberaba e Kinnapotiguara apresentaram distribui¢ao
intermediaria, com haplotipos compartilhados entre localidades proximas e pertencentes a uma
mesma microbacia (Hap_3 e Hap 13), ou adjacentes (Hap_ 1), no caso de Potiberaba (Figura
5A, B), ou a um mesmo lajedo (Hap 1, entre cavernas no lajedo do Rosério; Hap 10, Hap 14
e Hap 15, entre cavernas no lajedo da Lapa; Hap 19, entre cavernas no lajedo dos Angicos),
no caso de Kinnapotiguara (Figura 6A, B). Mas também hé hapldtipos tnicos de cada
localidade e separados por varias substitui¢des para ambos os taxons, geralmente pertencentes

as novas UTQO’s identificadas (Figuras 5 ¢ 6).
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As estimativas de fluxo génico, com base nos valores de O®st entre diferentes
localidades, mostram resultados compativeis com as redes de hapldtipos. Os valores de ®@sr
para Cirolanidae sp.1 foram baixos em relagdo aos demais taxons, no entanto valores baixos e
nao significativos foram encontrados somente entre localidades proximas, como as cavernas
Boa (CBO) e Trés Lagos (TLG) (Ost =-0.03) e entre a Furna Nova (FNV) e caverna do Lago
(CLG) (®st = 0.05). Ja para Cirolanidae sp.2, os valores foram elevados e significativos entre
todas as localidades (variando de 0.95 a 0.98), indicando estruturacao intensa e compativel com
as diferentes UTQO’s identificadas no Capitulo I (Material suplementar 1).

Para Potiberaba, os valores de ®st foram significativos e elevados (1.00 ou valores
muito préximos), no caso das novas UTO’s identificadas no Capitulo I para as cavernas Furna
Feia (FFA), Crotes (CRO), PDL e nascente carstica do Olho d’Agua da Onga (ODO). Valores
baixos e nado significativos foram encontrados entre localidades proximas, como TLG e ODT
(®s7=0.02) e entre PFE e ODF (®st = 0.16) (Material suplementar 1).

Os indicativos mais robustos de estruturagdo populacional foram encontrados para
Kinnapotiguara, com valores de ®st elevados e significativos entre praticamente todas as
localidades, com excegdo de cavernas no lajedo da Lapa (p. ex. 0.28 entre as cavernas Lapa I,
LAI e Lapa I/Engano, LIE) ou no lajedo do Rosario (variando de 0, entre TRO e DBT, a 0.35,
entre CRO e TRO) (Material suplementar 1).

Esses resultados estdo de acordo ainda com a SAMOVA e também com a inferéncia
bayesiana da estrutura genética de populacdes (BAPS). A SAMOVA apontou os melhores
cenarios com sete populagdes para Cirolanidae sp.1 (que explicou 49.36% da variacdo genética
observada), oito para Potiberaba (explicou 86.67%) e 12 para Kinnapotiguara (explicou
99.09%). Em todos esses casos, as subdivisdes indicadas pelos melhores cendrios estdo de
acordo ainda com as OTU’s identificadas no Capitulo I. O Gnico cendrio possivel para
Cironalidae sp.2 (k=2) ndo retornou resultado significativo (Tabela 2).

A anélise realizada no BAPS para os taxons nominais indicou trés agrupamentos para
Cirolanidae sp. 1 (com probabilidade de 0.9998, log (ml) = -449.76), trés para Cirolanidae sp.
2 (probabilidade = 1, log (ml) = -282.89), seis para Potiberaba (probabilidade = 1, log (ml) = -
879.56) e sete para Kinnapotiguara (probabilidade = 1, log (ml) = - 2340.47) (Material
suplementar 2), recuperando as UTO’s identificadas no capitulo 1. Quando realizada também
para as UTO’s com ocorréncia em mais de uma localidade, a analise foi geralmente coerente
com os resultados da SAMOVA, exceto pela atribui¢ao de individuos coletados em uma mesma

localidade a diferentes populagdes (Tabela 2, Material suplementar 3).
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Tabela 2. Inferéncia bayesiana da estrutura genética de populacdes (BAPS) e testes de analise espacial de variancia molecular (SAMOVA) para
subdivisdes genéticas em diferentes numeros de populagdes para o Cox1 dos taxons-alvo deste estudo. Para a SAMOVA, apenas a melhor
combinagdo (maior valor de ®cr significativo) de cada tdxon é apresentada. Abreviagdes de localidade de acordo com a Tabela 1. ! Resultado
combinado das andlises realizadas para os tdxons nominais e diferentes UTO’s; 2 resultados da anélise para os tixons nominais; > resultados da
anélise para a respectiva UTO; 4 tendo em vista a coleta de apenas um individuo em cada uma das duas localidades, e os mesmos compartilharem
o mesmo haplétipo, ndo foi realizada a andlise no BAPS para a UTO 6 de Kinnapotiguara; Stendo em vista o numero de localidades (3), nio foi
possivel realizar a SAMOVA com k=3 para Cirolanidae sp. 2.

BAPS SAMOVA
Entre
Ne de . Ne° de . =
Taxon grupos Composicao dos grupos uto Pr:obabl- Log (ml) grupos Composi¢do dos uto Entre Populagées, Dentro t-i'as Dcr P
(K)* lidade ) grupos Grupos dentro dos populagdes
grupos
CLG + FNV
oDC
. . CBO +TLG + TRO PDL
Cirolanidae sp. 2 N
1 3 ODC + CAG + CLG + FNV + PDL sp. 1 0.9998 -449.76 7 APO Sp.1 49.36 -2.32 52.96 0.494 0.003
APO + ODC + CAG + CBO + CLG + PDL+ TLG TRO
CBO +TLG
CAG
Cirolanidae sp PDL uTo 1 PDL uto 1
: 3 CRO UTOo 2 12 -282.89% 25 75.77 22.15 2.08 0.758 0.327
2 TG UTo3 CRO +TLG UTO02+UTO3
TRO+TLGT;gDT+CBO TLG+?IR3(';+CBO
TLG P. porakuara 13 -283.26° P. porakuara
PFE + ODF + CAG PFE + ODF + CAG
oDcC
Potiberaba 9 obc 8 86.67 3.18 10.15 0.867 0
FFA uTo1 FFA uto1
CRO UTOo 2 CRO UTO 2
PDL UTO 3 PDL UTO 3
obo uTo 4 obo uto4
TRO + DBT + CRO
CRO K. troglobia 12 -7.68% TRO + CRO + DBT K. troglobia
CRO
PFE N N PFE
8PX uTo1 0.99 -28.75 BPX uTo 1
BOT
BOT + ARA uto2 071} 4239 ARA uto2
SET
SET
Kinnapotiguara 16 LIE + CBO + MOS + LAl 12 99.09 0.46 0.46 0.991 0
LAI + RAP + URT
LAl uTo3 093 2678 HE+ CR';(;* '\L’J'STS T utos
mos *
RAP + URT
CDS uto4 CDS uTo 4
RUM s s RUM
BRD uTo 5 1 -42.71 BRD uTto s
SN9 + SUB* UTO 6 SN9 +SUB UTO 6
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Analises demograficas e de diversidade genética

Os testes de neutralidade ndo apontam evidéncia de expansao ou retragdo populacional
para as populagdes de Cirolanidae sp.2, Potiberaba e Kinnapotiguara. Em Cirolanidae sp.1, ha
indicios de expansao para as populacdes CBO + TLG (Fy=-6.282,p=0; D=-1.610, P =0.04),
CLG + FNV (D =-1.686, P =0.04) e PDL (Fy=-1.910, p=0.01) (Tabela 3).

A diversidade haplotipica (h) variou de 0.667 a 1 em Cirolanidae sp.l, enquanto a
diversidade nucleotidica (m * 100) foi geralmente baixa, variando de 0.24 (TRO) a 1.021
(ODC). Merece destaque a localidade CAG, com valores consideraveis de h (0.864) e w (0.754).
Os elevados valores de h e &t para as localidades APO e ODC podem estar relacionados ao baixo
nimero de individuos sequenciados (2). Em Cirolanidae sp.2, os valores de h variaram de 0.5
a 0.9, e a diversidade nucleotidica foi baixa em todas as UTO’s (variando de 0.084 a 0.372)
(Tabela 3).

Em Potiberaba, as diversidades haplotipica e nucleotidica foram geralmente maiores
nas populagdes de P. porakuara do que nas novas UTO’s identificadas no Capitulo I. Em
Kinnapotiguara, os valores de h e m foram geralmente baixos para todas as populagdes de todas
as UTO’s (Tabela 3).

Ameacas

Identificamos sete ameacas antropicas que impactam os ambientes subterraneos nas
areas de ocorréncia dos tdxons-alvo (desmatamento, agricultura, mineragdo irregular,
exploragdo de petroleo, pecudria, visitacdo desordenada e rebaixamento do nivel freatico), além
de uma ameaga potencial (poligonos de direitos minerarios).

Dessas, a ameaga mais abrangente ¢ o desmatamento no entorno das localidades (afeta
todos os quatro taxons e 10 das 16 UTO’s). Todos os taxons e metade das UTO’s ocorrem em
areas com poligonos de direitos minerarios em estdgio avancado na ANM, e podem ser
impactados por futuros empreendimentos minerarios. A agricultura afeta todos os taxons e seis
linhagens, enquanto a mineracdo irregular de calcario afeta trés taxons e cinco UTO’s. A
visita¢ao desordenada ocorre atualmente somente nas localidades TLG e PFE, e ¢ uma ameaga
potencial as UTO’s que ocorrem na caverna dos Crotes (que atualmente tem visitagdo
esporadica e localizada, mas uma eventual intensificacdo pode atingir a regido onde os taxons
ocorrem), afetando assim todos os taxons e cinco UTO’s.

As demais ameacas sdo localizadas: a exploragdao de petrdleo ocorre apenas na regiao
do lajedo do Arapua (afetando as localidades BOT e ARA, com ocorréncia da UTO 2 de

Kinnapotiguara); o rebaixamento do nivel freatico foi reportado para TLG (afetando trés taxons
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e trés UTQO’s); e a pecudria ameaca apenas a UTO 4 de Potiberaba, com ocorréncia no Olho

d’Agua da Onga (ODO). Somente as localidades no interior do PNFF (que abrigam parte da
distribuicao de Cironalidae sp.1, a UTO 1 de Cirolanidae sp.2 e as UTO’s 1 e 3 de Potiberaba)

nao estdo expostas a ameacgas antropicas (Figuras 3 — 6, Tabelas 1 e 4).

Tabela 3. Indices de diversidade populacional e estatisticas de testes de neutralidades para o
cox1 dos taxons-alvo. Numero de sequéncias (N), numero de haplotipos (H), nimero de sitios
polimorficos (S), diversidade haplotipica (h), diversidade nucleotidica (). Abreviacdes de
localidade de acordo com a Tabela 1; Populagdes de acordo com os resultados da SAMOVA
apresentados na Tabela 2. * P < (.05

Cirolanidae sp.1

indices de Diversidade Populacional

Testes de equilibrio

uto Populagdo N H s h T* 100 F, de Fu D de Tajima
APO 2 2 4 1 0.679 1.39 0
OoDC 2 2 6 1 1.021 1.79 0
CAG 12 7 12 0.864 0.754 -0.333 0.476
sp.1 CBO +TLG 18 10 10 0.889 0.272 -6.282* -1.610%
CLG + FNV 12 5 9 0.667 0.296 -0.546 -1.686*
PDL 10 7 15 0.867 0.537 -1.910* -1.865
TRO 11 3 3 0.691 0.240 1.322 1.316
Cirolanidae sp.2
- indices de Diversidade Populacional Testes de equilibrio
uTo Populagdo N H S h * 100 F, de Fu D de Tajima
UTO 1 PDL 5 4 5 0.900 0.372 -0.848 -0.562
UTO 2 CRO 8 3 2 0.607 0.115 -0.478 -0.448
UTO 3 TLG 4 2 1 0.500 0.084 0.172 -0.612
Potiberaba
. indices de Diversidade Populacional Testes de equilibrio
uto Populacao N H S h * 100 F. de Fu D de Tajima
TRO 5 2 6 0.600 0.618 3.967 1.718
P. porakuara TLG + ODT + CBO 21 7 13 0.705 0.442 -0.345 -1.033
PFE + ODF + CAG 12 7 10 0.833 0.422 -1.916 -1.046
0ODC 3 2 1 0.667 0.114 0.201 0
UToO 1 FFA 11 1 0 0 0 - 0
UTO 2 CRO 2 2 1 1 0.170 0 0
UTO 3 PDL 5 3 2 0.700 0.170 -0.475 0.243
UuTto 4 ODO 4 1 0 0 0 - 0
Kinnapotiguara
. indices de Diversidade Populacional Testes de equilibrio
uTo Populagdo N H S h 7 * 100 F, de Fu D de Tajima
K. troglobia TRO + CRO + DBT 27 3 2 0.382 0.076 -0.0007 -0.071
. PFE 8 1 0 0 0 - 0
UTO1-Bonito BPX 8 2 1 0250  0.038 -0.182 -1.055
BOT 7 1 0 0 0 - 0
UTO 2 - Arapua ARA 9 1 0 0 0 - 0
SET 7 1 0 0 0 - 0
UTO 3 Lapa LIE + CBO + MOS + LAI 22 4 3 0.658 0.121 -0.431 -0.083
RAP + URT 4 2 1 0.667 0.101 0.540 1.633
UTO 4 - Alfredo CDS 7 1 0 0 0 - 0
RUM 10 1 0 0 0 - 0
UTO 5-RUM/BRD BRD 9 2 3 0.222 0.102 1.318 -1.513
UTO 6 - Angicos SN9 + SUB 2 1 0 0 0 - 0
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Categorizacao IUCN

Calculamos a EOO para Cirolanidae sp.1 em 1395,2 km?, para Cirolanidae sp.2 em
62,11 km?, para Potiberaba em 2004,37 km? e para Kinnapotiguara em 50,06 km?. Com base
no método do esquadrinhamento, a AOO foi calculada em 32 km? para Cirolanidae sp. 1, 12
km? para Cirolanidae sp. 2, 36 km? para Potiberaba e 28 km? para Kinnapotiguara. O nimero
de localizagdes, com base no nimero de populacdes definido pela SAMOVA (Tabela 2), foi de
sete, trés, oito e 12, respectivamente. A ocorréncia de atividades antropicas impactantes ao
ambiente subterraneo, em praticamente toda a distribui¢do dos tdxons, permite afirmar que ha
declinio continuado da qualidade do habitat. Dessa forma, ¢ possivel categorizar Cirolanidae
sp.1 e Potiberaba como VU e Cirolanidae sp.2 como EN, todos de acordo com o critério Bl e
subcritérios ab(iii) (Figura 2, Tabela 4).

O numero de localiza¢des para Kinnapotiguara (12) excede por pouco o limite para
categorizagao como VU (10), e pode ser categorizada como NT (Figura 2, Tabela 4). Apesar
disso, a categorizagdo como DD ¢ preferivel em fun¢do do desconhecimento, por exemplo, de
como as ameacas atuais podem afetar diferentes populacdes em um mesmo lajedo (o que
poderia reduzir o numero de localizagdes).

E importante ressaltar que a aplica¢iio do subcritério “a” para os critérios B1 e B2 pode
levar em consideragdo, além do nimero de localizagdes, taxons com populacdes severamente
fragmentadas (Figura 2), o que poderia, a primeira vista, ser aplicavel para Cirolanidae sp.1,
Potiberaba e Kinnapotiguara. No entanto, considera-se que uma espécie estd severamente
fragmentada se pelo menos 50% de sua AOO ¢ formada por fragmentos menores do que o
tamanho minimo para suportar uma populacao viavel (de acordo com os dados de ecologia) e,
além disso, estes fragmentos devem estar separados de outros por grandes distancias (de acordo
com a capacidade de dispersdo da espécie) (IUCN 2019). Assim, devido a auséncia de dados
ecoldgicos, ndo ¢ possivel afirmar que qualquer tdxon deste estudo apresente populacdes
severamente fragmentadas.

A categorizacdo das diferentes UTO’s resultou em cenarios distintos, com mais
unidades ameagadas e maior risco de extingdo, ja que a maioria das linhagens cripticas esta
exposta a ameagas e apresenta EOO e/ou AOO e niimero de localiza¢des muito menores (Tabela
4). Para Cirolanidae sp.2, hda uma UTO categorizada como LC e duas como CR, segundo o
critério B2 e subcritérios ab(iii) (Figura 4, Tabela 4). Para Potiberaba, ha duas UTO’s LC, uma
EN, segundo o critério B1 e subcritérios ab(iii) (P. porakuara), e duas CR, segundo o critério

B2 e subcritérios ab(iii) (Figura 5, Tabela 4). Para Kinnapotiguara, ha quatro UTO’s
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categorizadas como EN, segundo os critérios Bl ou B2 e subcritérios ab(iii), e trés CR

(incluindo K. troglobia), segundo os mesmos critérios e subcritérios (Figura 6, Tabela 4).

Somente as UTO’s com ocorréncia restrita ao PNFF ndo foram consideradas ameacadas.

Tabela 4. Categorizagdo dos taxons e diferentes UTO’s alvos deste estudo, conforme método
de Categorias e Critérios da IUCN (IUCN 2019). EOO — Extensdo de Ocorréncia; AOO — Area
de Ocupacao; L —ntimero de localizagdes; Ameacas: PM — poligonos de direitos minerarios, D
— desmatamento, A - agricultura, MI - mineracdo irregular, EP — exploragdo de petréleo, P -
Pecuaria, VD - visitagdo desordenada, RF - rebaixamento do nivel freatico;, * - ameaca

potencial.
., EOO AOO Categoria EOO AOO Categoria
Taxon (km?)  (kmz) Ameacas Critério uto (km?) (kmz) Ameacas Critério
PM*, D, VU
Cir spl 1395,2 32 M, A, P, B1lab(iii) - - - - -
VD, RF +2abjii)
UTo 1
N (PDL) 4 4 - LC
. PM*, VD, UTO 2 * CR
Cir sp2 6211 12 b A RF E;:E((:::; (CRO) 4 4 VDLDA B1abl(iii) +2ab(iii)
uTo 3 4 4 PM*, VD, CR
(TLG) A, RF B1abiiii) +2abiiii)
UTo 1
(FFA) 4 4 - LC
PM*, D,
oraI;uara 433,24 24 A Mi, VD, Blab(iii?\iZab(iii)
PM*, D, VU P RF
Potiberaba 2004,37 36 A, Ml, VD, Blabiii) UTO 2 4 4 VD* D A CR
RF, P +2ab((iii) (CRO) ' Blabiii) +2ab(iii)
uTo 3
(PDL) 4 4 - LC
uTO 4 . CR
(0DO) 4 4 PM®, D, P B1abiiii) +2abiiii)
K. . CR
troglobia 4 D, A VD B1lab(iii)+2ab(iii)
uUTo 1 4 4 PM*, D, EN
Bonito MI, VD B1lab(iii)+2ab(iii)
UTO 2 3 3 PM*, Ml, EN
PM* D Arapud EP Blab(iii)+2abiii)
. . reY UTo 3 PM*, D, EN
Kinnapotiguara 50,06 28 A, NS,';VDI DD/NT Lapa 4 4 M B1ab(iii)+2ab(ii)
uto 4 4 4 D CR
Alfredo Blab(iii)+2ab(iii)
uTOo 5 . EN
RUM/BRD 4 4 PM®, D, A B1abiiii)+2abliii)
UToO 6 4 PM*, D, CR
Angicos M, Blab(iii)+2ab(iii)
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Areas prioritarias para a conservacio

Dentre as nove microbacias com ocorréncia dos taxons trogldbios, a do riacho do
Arapud obteve a maior pontuacao, 20 pontos. A maior parte dos pontos (17), no entanto, decorre
das linhagens com ocorréncia no lajedo do Rosario. Esse lajedo abriga parte consideravel da
variabilidade genética de todos os taxons-alvo deste estudo, com cinco UTO’s, sendo trés
endémicas do lajedo e criticamente ameagadas de extingdo (UTO 2 de Cirolanidae Sp.2, UTO
2 de Potiberaba e K. troglobia, incluindo a localidade-tipo — a gruta dos Troglobios). Além
dessas, ocorrem no lajedo uma populagdo de P. porakuara (a populagdo com a maior
diversidade nucleotidica em Potiberaba, m * 100 = 0.618, ver Tabela 3), ¢ uma de Cirolanidae
sp.1 (ambas com ocorréncia na gruta dos Troglobios, TRO) (Tabela 5, Figura 7). Os outros trés
pontos decorrem da UTO 2 de Kinnapotiguara, com ocorréncia nas cavernas do lajedo do
Arapua.

Em seguida vem a microbacia do riacho do Abreu, com 16 pontos. A gruta dos Trés
Lagos (TLG) faz jus aos nove pontos por abrigar trés UTO’s, sendo uma endémica e CR (UTO
3 de Cirolanidae sp.1), a localidade-tipo de P. porakuara e parte da populagao de Cirolanidae
sp.1 compartilhada com a caverna Boa (CBO) (a Unica popula¢do com valores negativos e
significativos de Fs e D, indicando expansao populacional, no lajedo da Lapa). O lajedo da
Lapa, por sua vez, também abriga trés UTQO’s, incluindo parte das populacdes de Cirolanidae
sp.1 e P. porakuara, mencionadas anteriormente, ¢ a UTO 3 de Kinnapotiguara, totalizando
oito pontos. Também estdo nesta microbacia o lajedo do Alfredo (UTO 4 de Kinnapotiguara,
CR) e a localidade ODT (Tabela 5, Figura 7).

A microbacia do riacho do Cote recebeu 12 pontos. O lajedo dos Angicos abriga trés
UTO’s, sendo uma endémica e CR (UTO 6 de Kinnapotiguara), parte de uma populagao de P.
porakuara e uma populagdo de Cirolanidae sp.1 na Caverna da Agua (CAG) (com elevadas
diversidades haplotipica, h = 0.864, e nucleotidica, ©= * 100 = 0.754). Préximo ao lajedo dos
Angicos ha o Olho d’Agua da Furna (ODF), com ocorréncia da mesma popula¢io de P.
porakuara e, na outra margem do rio Apodi-Mossord, o lajedo Bonito com as cavernas Boca
de Peixe (BPX) e Pocgo Feio (PFE), que abriga a mesma populagdo de P. porakuara e a UTO 1
de Kinnapotiguara. O conjunto de localidades na margem direita do rio Apodi-Mossor6 recebe
nove pontos, enquanto o da margem esquerda (lajedo Bonito), seis (Tabela 5, Figura 7).

A microbacia do riacho do Bom Sucesso recebeu cinco pontos em funcao da presenga
de populacdes de Cirolanidae sp.1 (VU) (cavernas APO e ODC) e de P. porakuara (EN)(ODC).
Ja a localidade ODO, na microbacia do rio do Carmo, abriga a UTO 4 de Potiberaba
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(considerada CR) e recebe quatro pontos, enquanto a microbacia do riacho do Saco recebe trés
pontos em funcdo da presenca da UTO 5 de Kinnapotiguara (EM) nas cavernas RUM (lajedo
da Rumana) e BRD (lajedo do Meio) (Tabela 5, Figura 7).

As localidades nas microbacias do cérrego da Mata e corrego do Virginio estdo no
interior do PNFF, que abriga parte da distribui¢ao de Cironalidae sp.1 (VU), além da UTO 1 de
Cirolanidae sp.2 e as UTO’s 1 e 3 de Potiberaba, todas LC. Por j& estarem em uma unidade de
conservagao de protegao integral, essas microbacias tém a menor prioridade de conservacao.

Devido a proximidade do lajedo do Rosario com a microbacia do riacho do Abreu, ¢
possivel a sua unido em uma area continua que concentra as localidades com maior prioridade
para conservagdo dos taxons-alvo (Area Prioritaria 1; Tabela 5, Figura 7). A segunda area com
maior prioridade ¢ a que engloba o conjunto de localidades na microbacia do riacho do Cote

(Area Prioritaria 2; Tabela 5, Figura 7).
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Tabela 5. Areas prioritarias para agdes de conservagio das linhagens cripticas do oeste da
formacdo Jandaira. CAT — categoria de risco de extingdo; Plin — pontuacdo da linhagem de
acordo com a categoria de risco de extin¢ao; PLaj/Loc — pontuagdo final do lajedo; PMic —
pontuagdo final da microbacia; PFMic — Priorizacdo final da Microbacia; AP — éareas
prioritarias. Siglas das localidades de acordo com a Tabela 1. * Localidades no Parque Nacional
da Furna Feia.

Microbacia Lajedo Localidade Linhagem CAT PLin PLaj PMic PFMic AP
BOT
Arapua ARA Kinnapotiguara UTO 2 EN 3 3
SET
Cirolanidae sp.1 VU 2
Riacho do Arapud TRO P. porakuara EN 3 20 1
Rosario DBT K. troglobia CR 4 17
CRO Potiberaba UTO 2 CR 4 —
Cirolanidae sp.2 UTO 2 CR 4 <
Cirolanidae sp.2 UTO 3 CR 4 I3
Brejo LG P. porakuara EN 3 9 "E
Cirolanidae sp.1 VU 2 g
o
CBO P. porakuara EN 3 o
=
Riacho do Abreu 16 2
Lapa MOs 8 \E
LIE Kinnapotiguara UTO 3 EN 3
LAI
RAP
URT
Alfredo CDS Kinnapotiguara UTO 4 CR 4 4
Tetéu OoDT P. porakuara EN 3 3
SUB Ki ti UTO 6 CR 4
innapotiguara
_ SN9 pota N
Riacho do Cote Angicos Cirolanidae sp.1 vu 2 ? 9 3 <
Margem direita CAG < o
P. porakuara EN 3 Ll \'E
Gangorrinha ODF 3 e —
PFE < x
Riacho do Cote . Kinnapotiguara UTO 1 EN 3 3 9
Bonito 6 4 o
Margem esquerda BPX o
P. porakuara EN 3 3
Lajedo Grand: APO Cirolanidae sp.1
Riacho do Bom Cirolanidae sp.1 wu 2
Sucesso Cedro obc ' ’ > >
P. porakuara EN 3
Rio do Carmo Onga 0DO Potiberaba UTO 4 CR 4 4 4 6
Rumana RUM
Riacho do Saco Maio BRD Kinnapotiguara UTO 5 EN 3 3 3 7
Furna Feia FUF* Potiberaba UTO 1 Lc 1
Corrego da Mata Furna Nova FNV* 3
2
Furna Nova CLG* Cirolanidae sp.1 VU 5 8
2 (PNFF)
Cérrego do Virginio Pedra Lisa PDL* Cirolanidae sp.2 UTO 1 LC 1 4
Potiberaba UTO 3 LC 1
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Figura 7. Distribuigo e categorizagdo do risco de extingdo das diferentes UTO’s dos artropodes troglobios do oeste da formagdo Jandaira (A) e ampliagdo da
area com grande concentragdo de localidades nos municipios de Felipe Guerra/RN e GDS Rosado/RN (B). Os graficos de pizza tém didmetro proporcional a
quantidade de UTO’s nas diferentes microbacias e/ou lajedos, indicando também a quantidade de linhagens em cada categoria de ameaga — Criticamente
Ameagada (CR, vermelho), Em Perigo (EN, laranja), Vulneravel (VU, amarelo) e Menos Preocupante (LC, verde).
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DISCUSSAO

A anélise de distribuigdo de haplotipos, estimativas de fluxo génico e resultados da
SAMOVA e BAPS sé@o compativeis com as UTQO’s identificadas no Capitulo I para todos os
grupos. No entanto, ha padrdes populacionais distintos entre os diferentes tdxons e também
entre diferentes UTO’s em um mesmo taxon. Em Cirolanidae sp.1, por exemplo, h4 um padrio
de expansdo na rede de haplétipos, com radiagdes de singletons raros e Unicos a partir de
haplétipos dominantes centrais. Esse padrao, embora menos claro, também pode ser observado
em P. porakuara e na UTO 3 de Kinnapotiguara, com ocorréncia no lajedo da Lapa.

Embora valores negativos e significativos para os testes de equilibrio (£ e/ou D),
indicativos de expansao populacional, s6 tenham sido encontrados para algumas populacdes
em Cirolanidae sp.1, esse padrdo na rede de hapldtipos, € a associagdo de baixos valores de
diversidade nucleotidica com alta diversidade haplotipica, pode ser resultante de gargalos
populacionais seguidos de expansdo (Avise, 1994), e também ja foram identificados em
besouros (Guzik et al., 2009) e anfipodes troglobios na Australia (Guzik et al., 2011; Bradford
etal., 2013).

Somente uma populagdo de Cirolanidae sp.1 (CAG) apresentou altas diversidades
haplotipica e nucleotidica, embora alta diversidade haplotipica associada a moderada
diversidade nucleotidica também possa ser observada para outra populacdo de Cirolanidae sp.1
(PDL), bem como para algumas populagdes de P. porakuara. Isso ¢ um indicativo de grandes
populagdes estaveis, com longa historia evolutiva e maior adaptabilidade a mudancas
ambientais (Hewitt, 2004; Guzik et al., 2011).

O restante das populacdes, incluindo as novas UTO’s identificadas em todos os taxons,
apresentam baixa diversidade genética, o que pode indicar populagdes pequenas e
geneticamente isoladas devido ao fluxo génico altamente restrito ou inexistente, tendendo a ser
altamente diferenciadas (Holsinger ¢ Weir, 2009). A maioria das novas UTO’s apresenta ainda
baixas diversidade haplotipica e nucleotidica, chegando ao extremo de a maioria ou a totalidade
de individuos em uma mesma populagdo apresentarem um mesmo haplétipo, além da auséncia
de haplotipos compartilhados e indicativos de fluxo génico altamente restrito ou ausente (®sr
proximo ou igual a 1). Esse padrao parece ser frequente em organismos subterraneos, ¢ ja foi
identificado tanto para espécies terrestres (Mammola et al., 2015; Balogh et al., 2020) quanto
aquaticas (Finston et al., 2007). Devido a perda de diversidade genética, principalmente por

processos estocasticos, essas linhagens cripticas tendem a uma redugdo na adaptabilidade a
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ambientes em mudanca, levando ao comprometimento do crescimento populacional e elevado
risco de extingdo frente a impactos antrépicos (Carlson et al., 2014; Smith et al., 2014).

Com excegao das linhagens endémicas de localidades no PNFF, as demais estao
expostas a impactos antropicos e podem ser consideradas ameacadas de extingdo. A mais
abrangente das ameacas antropicas incidentes sobre as linhagens subterraneas foi o
desmatamento. A perda de vegetacdo superficial pode resultar em alteragdes sobre regimes
hidrologicos subterraneos e entrada de nutrientes da superficie, podendo causar a reducao de
populagdes de espécies subterraneas ou a extingdo de populagdes/linhagens endémicas
(Mammola et al., 2019). E importante frisar que Kinnapotiguara ¢ uma espécie fitofaga (Hoch
e Ferreira, 2013), e que individuos de Potiberaba sdo encontrados sempre associados a raizes
em algumas localidades (como ODF, PFE e ODT), indicando que podem ser dependentes de
vegetacao superficial.

Além do impacto inicial causado pelo desmatamento, a expansdo e intensificagdo da
agricultura aumentam a evapotranspiracdo (Destouni et al., 2013) e, assim, diminuem o
escoamento de agua e a recarga de aquiferos (Ceballos et al., 2015). Ademais, as aguas
subterraneas e aquiferos carsticos sdo habitats frageis e extremamente suscetiveis a
contaminagao por agrotoxicos e fertilizantes, pois geralmente tém baixo potencial de renovagao
e alta probabilidade de reten¢ao de contaminantes (Ford e Williams, 2007). Também associada
a agricultura, a superexploragdo das aguas subterraneas deve-se principalmente a irrigagao
agricola (Siebert et al., 2010). Muito embora as 4guas subterraneas sempre tenham sido
utilizadas nas regides aridas e semiaridas ao redor do mundo (Zektser e Everett, 2014), sua
sobre-exploracdo pode levar a redugdo do nivel freatico, apontada como uma das principais
ameacas aos ambientes subterraneos (Mammola et al., 2019).

Outro impacto abrangente sobre as linhagens subterraneas na area de estudo ¢ a
mineragdo irregular de calcario, frequentemente associada a industria da cal. Além da utilizagao
de lenha como combustivel, com impactos a vegetacdo nativa que afetam indiretamente o
ambiente subterraneo, a extracdo de calcéario pode levar desde a perturbacdes intensas no
epicarste e fauna associada até a supressdo de cavernas (Ferreira et al., 2010).

Embora ocorra em poucas cavernas, a visitacdo desordenada afeta diversas linhagens
com impactos que vao desde o pisoteio e compactagdo do solo a alteragdes troficas devido ao
descarte de lixo (Ferreira et al., 2010). Além disso, a entrada de banhistas nos corpos d’agua
pode levar a um pisoteio de individuos e modificagdes das caracteristicas da agua, alterando a

turbidez e destruindo micro habitats de uso da fauna aquatica (Ferreira et al., 2010). Atualmente,
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trés cavernas no PNFF (incluindo a Furna Feia e Furna Nova) e outras trés no lajedo do Rosario
(incluindo a caverna dos Crotes) estdo em fase de estudos para andlise de viabilidade do uso
turistico, de forma que os dados aqui levantados serdo Tteis para o manejo dessas cavernas.

Como esperado, as linhagens cripticas recém identificadas podem ser enquadradas em
diferentes categorias de ameaga em relacdo aos complexos dos quais fazem parte — quase
sempre em categorias que indicam um maior risco de extingdo. As linhagens cripticas tém
distribuicao geografica mais restrita, sendo mais provavel que todas as suas populacdes estejam
simultanecamente ameagadas (Bickford et al., 2007; Niemiller et al., 2013). Além disso,
diferentes linhagens cripticas podem ter niveis de ameagas varidveis, exigindo diferentes
estratégias de conservagdo (Niemiller et al., 2013). Isso ¢ particularmente preocupante no caso
de linhagens cripticas que compdem espécie nominais que ja se encontram ameagadas
(Bickford et al., 2007).

Assim, ¢ necessaria uma maior discussdo a respeito das restri¢gdes para avaliacdo do
risco de extingdo, frequentemente focada somente em espécies formalmente descritas, quase
sempre com base em um Unico conceito de espécie (IUCN, 2019; Stanton et al., 2019). Uma
alternativa seria a possibilidade de avaliag@o do estado de conservagdo de UTO’s delimitadas a
partir de dados moleculares, o que possibilitaria a adogao de agdes oficias de conservacgao (tais
como inclusdo em listas oficiais € em Planos da A¢do Nacionais) € minimizaria os impactos
negativos do impedimento taxondmico na conservagao destas linhagens.

Assim como a quase totalidade das UTO’s aqui identificadas, a maioria das espécies
subterraneas ¢ endémica e com distribuicdo extremamente restrita (Gibert e Deharveng, 2002;
Trontelj et al., 2009). Em fun¢ao disso, mesmo ameacas localizadas tém maior probabilidade
de causarem extingdes e, desta forma, um efeito global sobre a biodiversidade (Mammola et
al., 2019). Além disso, os troglobios frequentemente apresentam alta longevidade e baixos
metabolismo e fecundidade, resultando em crescimento populacional lento e instabilidade
populacional devido a eventos catastroficos ou estocasticos (Mammola et al., 2019).

Soma-se a isso uma baixa tolerancia a mudangas nas condi¢gdes abidticas e a pouca
redundancia em comunidades subterraneas (Gibert e Deharveng, 2002). Comunidades simples,
com poucas espécies e muitas vezes sem redundancia de papéis funcionais, exibem uma baixa
resiliéncia ecoldgica e sao mais vulneraveis a perturbagdes e distirbios (Mammola et al., 2019).
Assim, os taxons subterraneos endémicos sao mais suscetiveis ao desequilibrio ecologico e
perda de habitat (Cardoso et al., 2010). Além de extremamente raras, tais espécies

frequentemente constituem relictos, como ocorre com os taxons-alvo deste estudo, e isso
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aumenta seu valor para acdes de conservacao (Nitzu et al., 2018). Apesar disso, ainda ha
escassez de planos de conservacdo adequados a invertebrados cavernicolas, frequentemente
negligenciados em politicas de conservagao da biodiversidade (Cardoso et al., 2011).

Mas se todas as linhagens fora do PNFF estao ameagadas, quais devem ser priorizadas?
Por um lado, a diversidade genética ¢ importante para a conservagdo, pois altos niveis de
diversidade nucleotidica e de haplotipos podem aumentar a aptidao individual e a resiliéncia,
sendo a matéria-prima da sele¢ao natural (Lande e Shannon, 1996). Assim, populacdes que nao
estao isoladas geneticamente sdo potencialmente mais resistentes e resilientes a mudancgas. Por
outro lado, uma baixa diversidade genética pode tornar linhagens mais suscetiveis a depressao
por endogamia, e possivelmente a extingdo. Tais linhagens tém importancia para a conservagao
simplesmente porque sao diferentes e raras (Nielsen et al., 2017).

Uma alternativa ¢ a adocdo de acdes de conservacdo baseadas na manutencao da
diversidade genética e relagdes evolutivas intra e interespecificas, buscando preservar
adequadamente os padrdes evolutivos em nivel de comunidade (Carvalho et al., 2017; Nielsen
et al., 2017). Além disso, devem ser priorizadas areas que concentrem ndo somente espécies
raras e endémicas, mas também aquelas que abrigam mais espécies ameagadas e com maior
risco de extingdo (Possingham e Wilson, 2005; Fattorini, 2006; Fattorini et al., 2020).

A regido de Felipe Guerra/RN, particularmente o lajedo do Rosario, abriga parte
consideravel da variabilidade genética de todos os tdxons-alvo deste estudo, incluindo cinco
UTO’s - trés endémicas ao lajedo e criticamente ameacadas de extingdo, além de duas
populacdes de outras linhagens menos ameagadas. Areas adjacentes ao lajedo do Rosario na
microbacia do riacho do Abreu, incluindo o lajedo da Lapa, a gruta dos Trés Lagos, o lajedo de
Alfredo e 0 olho d’Agua do Tetéu, também devem ser consideradas em possiveis estratégias de
conservacgdo. Essa regiio tem apenas cerca de 15 km? e abriga metade (oito, sendo seis
endémicas) das UTO’s identificadas. Tal concentragéo esta de acordo com estudos que apontam
que areas de maior diversidade genética sdao frequentemente coincidentes entre varias espécies
(Hewitt, 1996), resultando em hotspots de diversidade genética ou concentragdes de endemismo
filogeografico (Carnaval et al., 2014). Além dessa, a segunda area prioritaria engloba as
localidades na microbacia do riacho do Cote, em Governador Dix-Sept Rosado (lajedo dos
Angicos, Olho d’Agua da Furna e lajedo Bonito), talvez a regido mais impactada da area de
estudo (todas as localidades estdo em areas com mineragdo irregular e desmatamento

relacionados a producao de cal, além de visitagdo desordenada).
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E importante destacar que ambas as areas identificadas como prioritarias coincidem com
aquelas apontadas por duas iniciativas oficiais de priorizacdo, visando a conservagdo da
biodiversidade e do patrimonio espeleolégico. A primeira ¢ a atualizagdo das Areas Prioritarias
para a Conservagao, Utilizacdo e Reparti¢ao de Beneficios da Biodiversidade da Caatinga, por
meio da Portaria N° 463/2018 do Ministério Meio Ambiente (MMA, 2018). As areas
identificadas como prioritarias neste estudo estdo inseridas na area de cédigo CA063 (Chapada
do Apodi), considerada de importancia bioldgica extremamente alta e com prioridade de acgao
muito alta para criagdo de unidade de conservacao de Protecao Integral (MMA, 2018) (Figura
8).

A segunda é a publicacio das Areas prioritarias para conservagdo do patrimdnio
espeleologico Brasileiro (ICMBio/CECAV, 2018). As areas identificadas como prioritarias
neste estudo estdo sobrepostas a trés poligonos de categoria 1 de prioridade, cujas agdes
prioritdrias s3o a criagdo ou ampliacdo de unidades de conservagdo; fiscalizacdo e
monitoramento; e educacdo ambiental e patrimonial (Figura 8).

Agoes de conservacao voltadas a protecdo da biodiversidade subterranea nao trazem
beneficios que envolvem somente a manutengdo de linhagens extremamente endémicas e
relictas. As atividades antrdpicas impactantes normalmente ocorrem de maneira desordenada
na area de estudo, o que coloca em risco a sua propria sustentabilidade e, nesse contexto, agdes
de conservagao e ordenamento podem trazer beneficios socioambientais. Quando conservamos
espécies e habitats de 4gua doce, recebemos multiplos cobeneficios de biodiversidade. A fauna
subterranea aquatica, por exemplo, fornece varios servicos ecossistémicos na reciclagem de
nutrientes e oxigenagao de sedimentos (Griebler e Avramov, 2015; Hose e Stumpp, 2019; Abell
e Harrison, 2020). Além disso, a conservagao dos remanescentes florestais em areas carsticas,
essenciais para a manutencdo do equilibrio ecoldgico dos ambientes subterraneos, contribui
para a protecao das fontes de dgua superficiais e subterraneas, melhorando a disponibilidade e
a conservagao dos recursos hidricos em areas onde sua disponibilidade ¢ limitada,

especialmente em regides semiaridas (Farrick e Branfireun, 2015).
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(ICMBio/CECAYV, 2018).
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CONSIDERACOES FINAIS

Os ambientes subterraneos, apesar de abrigarem formas de vida excepcionais e
adaptagdes biologicas Unicas, ainda sdo mal reconhecidos como prioridades de conservagao.
Além de fornecerem servigcos ecossistémicos vitais para a humanidade, representam ainda uma
das ultimas fronteiras de pesquisa (Mammola et al., 2019).

Mas, se mesmo os habitats subterrdneos acessiveis (cavernas) sdo muitas vezes
desafiadores e exigem técnicas de exploracdao e equipamentos especificos (Zagmajster et al.,
2010; Wynne et al., 2018), o que dizer da maioria dos espacos subterraneos ndo acessiveis ou
exploraveis, a menos que por meios indiretos (Culver e Pipan, 2014; Mammola, 2018; Ficetola
et al., 2019)? A rede subterranea de vazios e fissuras inacessiveis ao ser humano pode
representar at¢é mesmo o habitat principal para muitas espécies (Howarth, 1983). Diante disso,
e se a extensao real do dominio subterraneo ¢ desconhecida (Ficetola et al., 2019), Mammola
et al. (2019) questionaram o que pode ser feito na pratica para proteger os ambientes
subterraneos.

O uso de abordagem filogeografica comparada, considerando diferentes espécies
subterraneas com ampla distribui¢do, pode revelar padrdes necessarios & compreensdao nao s
da distribuicao de populagdes e linhagens como também dos fatores que a determinam. Além
disso, estimativas de fluxo génico entre diferentes cavernas podem indicar padrdes de
conectividade subterranea e de disponibilidade de habitat, revelando areas, além das cavernas,
que também devem ser consideradas em estratégias de conservagao.

Essas abordagens podem representar um primeiro passo no processo de garantir a
protecao aos ambientes subterraneos, indicando areas e agdes que devem ser priorizadas em um

contexto de recursos cada vez mais escassos para a conservagao.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material Suplementar 1. Valores de ®st para as sequéncias cox1 entre as diferentes localidades
dos taxons troglobios alvo. Siglas das localidades de acordo com a Tabela 1. * p <0.05.

Cirolanidae sp.1

oDC APO CBO TLG CAG TRO FNV CLG PDL
oDC
APO 0.17 -
CBO 0.41* 0.56* -
TLG 0.41* 0.52*% -0.04 -
CAG 0.06 0.25*%  0.30* 0.31* -
TRO 0.57* 0.64* 0.23* 0.23* 0.42* -
FNV  0.66* 0.87* 0.85* 0.82* 0.54* 0.86* -
CLG 0.07 0.43 0.62* 0.59* 0.33* 0.69* 0.05 -
PDL 0.08 0.20 0.20* 0.24* 0.12* 0.38* 0.66* 0.39* -
Cirolanidae sp.2
PDL CRO TLG
PDL -
CRO 0.98* -
TLG 0.97* 0.95* -
Potiberaba
TRO CRO FFA oDO TLG oDT CBO CAG PFE ODF oDC PDL
TRO -
CRO 0.67 -
FFA 0.93* 0.99* -
ODO 0.95* 0.99 1.00* -
TLG 0.24%* 0.70%* 0.88* 0.93%* -
oDT 0.37* 0.87 0.98* 0.98* 0.02 -
CBO 0.49 0.96 1.00* 1.00* 0.22%* 0.13 -
CAG 0.54 0.91 1.00 1.00 0.62 0.86 1.00 -
PFE 0.48* 0.75 0.94 0.96* 0.58* 0.69* 0.76* 0.05 -
ODF  0.64* 0.85%* 0.95%* 0.97%* 0.67* 0.80%* 0.85%* 0.08 0.16 -
OoDC 0.65* 0.93 0.99* 0.99* 0.71* 0.89* 0.96 0.89 0.71* 0.76* -
PDL  0.85* 0.95 0.99* 0.99* 0.84* 0.93* 0.96* 0.94 0.88* 0.91* 0.95* -
Kinnapotiguara
TRO CRO DBT BOT ARA SET PFE BPX LIE CBO MOS CDS LAl RAP URT RUM BRD SN9 SUB
TRO -
CRO 035 -
DBT 0.00 0.31 -
BOT 1.00* 0.98* 1.00* -
ARA 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* -
SET 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* -
PFE 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* -
BPX 0.99* 0.97* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.98* -
LIE 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* -
CBO 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.00 -
MOS 0.99* 0.98* 0.99* 0.99* 1.00* 0.99* 1.00* 0.99* 0.60 0.40 -
CDS 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 0.99* -
LAI 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.28 0.04 0.44* 0.97* -
RAP 0.99* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 0.88* 0.67 0.71* 0.99* 0.43 -
URT 0.99* (098* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 0.88* 0.67 0.71* 0.99* 043 -1.0 -
RUM 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* -
BRD 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 1.00* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.97* -
SN9 1.00 099 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 099 100 099 099 0.99 1.00 0.99 -
SUB 1.00 0.99 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 099 100 099 099 099 1.00 0.99 0.00 -
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Material Suplementar 2. Atribuicdo bayesiana para cada individuo inferida pelo programa
BAPS para os taxons nominais alvo deste estudo (A — Cirolanidae sp. 1; B — Cirolanidae sp. 2;
C — Potiberada; D — Kinnapotiguara). As linhas verticais indicam cada um dos individuos e as
cores representam o coeficiente de associacdo de probabilidade daquele individuo para cada
agrupamento genético. Abreviacdes de localidade de acordo com a Tabela 1.
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Material Suplementar 3. Atribuicdo bayesiana para cada individuo inferida pelo programa
BAPS para algumas UTO’s alvo deste estudo (A — P. porakuara; B — K. troglobia; C —
Kinnapotiguara UTO 1; D — Kinnapotiguara UTO 2; E — Kinnapotiguara UTO 5; F —
Kinnapotiguara UTO 3). As linhas verticais indicam cada um dos individuos e as cores
representam o coeficiente de associagdo de probabilidade daquele individuo para cada
agrupamento genético. Abreviagdes de localidade de acordo com a Tabela 1.

A
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Um novo hotspot de biodiversidade subterranea no Nordeste brasileiro

RESUMO

Cavernas s3o 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
concentracdo em um Unico afloramento calcario, o lajedo do Rosério, no municipio de Felipe
Guerra. A distribuicdo de alguns troglobios em diferentes cavernas no afloramento,
particularmente da cigarrinha Kinnapotiguara troglobia, pode indicar conectividade bioldgica
e continuidade do habitat subterrdneo. Este estudo objetiva apresentar a diversidade da fauna
trogldbia do lajedo do Rosério e, com base na distribuicdo 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 fun¢do do ntimero de espécies troglobias que o sistema possui.
Foram registradas 24 espécies troglobias em nove cavernas no afloramento. Sequéncias parciais
do gene mitocondrial cox1 foram obtidas de 120 individuos de Kinnapotiguara de 19 cavernas,
sendo identificados 19 haplotipos divergentes e geralmente exclusivos de cada caverna, com
poucas excecdes que incluem um haplétipo compartilhado entre trés cavernas no lajedo do
Rosario. Os valores de ®st apontam fluxo génico restrito ou inexistente entre populagdes de
diferentes cavernas, com poucas excegdes que incluem o lajedo do Rosario. Testes de variancia
molecular e de delimitagdo de populagdes indicaram que a variagdo 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 formacgdo. A conectividade bioldgica subterrdnea entre as cavernas que
compdem o sistema do Rosério, evidenciada pelo padrdo filogeografico contrastante
encontrado entre esse lajedo e a maioria das demais localidades de Kinnapotiguara, comprova
que o lajedo do Rosario pode ser considerado um Aostpot de biodiversidade subterranea, ja que
as espécies trogldbias ali encontradas ocorrem em um sistema de cavernas interconectadas. Tais
resultados, aliados a crescente pressdo em funcdo de atividades antrdpicas, denotam a
necessidade urgente de criagdo de uma unidade de conservagdo na area.

Palavras Chave: Caatinga, Cavernas, Coxl, Filogeografia, Kinnapotiguara troglobia,

Troglobios.
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A new hotspot of subterranean biodiversity in Northeastern Brazil

ABSTRACT

Caves are generally characterized as extreme oligotrophic environments, being incapable of
hosting a diverse fauna. However, it is now known that karst areas can exhibit considerable
subterranean diversity. Currently, 38 hotspots of subterranean biodiversity hotspots are
recognized, only two of which are in South America. The west of Rio Grande do Norte state
stands out for its richness of troglobites, with great concentration in a single limestone outcrop,
the Lajedo do Rosario, in the Felipe Guerra municipality. The distribution of some troglobites
in different caves on the outcrop, particularly of the planthooper Kinnapotiguara troglobia, may
indicate biological connectivity and continuity of the subterranean habitat. This study aims to
present the diversity of the troglobitic fauna of Lajedo do Rosario and, based on the distribution
of K. troglobia and using phylogeographic analysis, test the hypothesis that this outcrop is a
continuous underground habitat formed by an interconnected system of caves and thus being,
an hotspot of subterranean biodiversity in function of the number of troglobitic species that the
system has. Twenty-three troglobitic species were recorded in nine caves on the outcrop. Partial
sequences of the mitochondrial gene coxl were obtained from 120 individuals of
Kinnapotiguara from 19 caves, being identified 19 divergent and generally unique haplotypes
from each cave, with few exceptions that include a haplotype shared between three caves in
Lajedo do Rosario. The ®sr values indicate restricted or non-existent gene flow between
populations from different caves, with few exceptions that include the Lajedo do Rosario.
Molecular variance and population delimitation tests indicated that the genetic variation is
explained by the distribution of caves in the outcrops, and the results indicate a gene flow of K.
troglobia between caves in the Lajedo do Rosario, which demonstrates the existence of an
interconnected system of caves in this formation. The subterrranean biological connectivity
between the caves that make up the Rosario system, evidenced by the contrasting
phylogeographic pattern found between this outcrop and most of the other localities of
Kinnapotiguara, proves that the Rosario slab can be considered a hostpot of subterranean
biodiversity, since the troglobite species found there occur in an interconnected cave system.
These results, together with the growing pressure due to anthropic activities, denote the urgent
need to create a conservation unit in the area.

Key Words: Caatinga, Caves, Cox1, Phylogeography, Kinnapotiguara troglobia, Troglobites.
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INTRODUCAO

Os ambientes subterraneos estdo sujeitos a intercambios nas condigdes atmosféricas,
recursos alimentares e fauna com os sistemas superficiais adjacentes (Culver, 1982). No
entanto, diferem singularmente dos ambientes externos pela tendéncia a uma elevada
estabilidade na temperatura e umidade e auséncia permanente de luz nos locais mais profundos
e distantes da superficie (Culver, 1982; Culver e Pipan, 2009). Os recursos troficos disponiveis
para a fauna subterranea geralmente possuem origem secundaria (importados da superficie por
agentes fisicos e biologicos) e, mais raramente, resultantes de quimiossintese e crescimento de
raizes que atingem os sistemas subterraneos (Howarth, 1983; Ferreira et al., 2007; Souza-Silva
et al., 2012). Assim, as cavernas sao comumente ambientes oligotroficos, ja que as vias de
importacdo geralmente ndo sdo eficientes e tendem a ndo transportar grandes quantidades de
recursos regularmente (Ferreira et al., 2007; Souza-Silva et al., 2012). Dessa forma, os
organismos que vivem no meio hipogeo frequentemente apresentam especializagdes
morfologicas, fisiologicas e comportamentais, geralmente ligadas as limitagdes fisicas e a
disponibilidade de recursos alimentares (Culver, 1982; Holsinger e Culver, 1988; Culver e
Pipan, 2009).

Em funcao dessas limitagdes, os ecossistemas subterraneos por muito tempo foram
considerados ambientes extremos e incapazes de abrigar uma fauna diversificada (Gilbert e
Deharveng, 2002; Simon et al., 2007). Porém, sabe-se atualmente que sistemas carsticos podem
abrigar uma ampla diversidade de habitats e uma rica fauna de vertebrados e invertebrados
(Culver e Pipan, 2009).

Devido a sua singularidade bioldgica, endemismos e importancia evolutiva, os
ambientes subterraneos tém constantemente atraido a aten¢do de cientistas (Culver e Pipan,
2009; Chertoprud et al., 2016; Glanville et al., 2016). Os organismos encontrados no meio
subterraneo podem ser considerados acidentais, usar as cavernas somente durante parte do seu
ciclo de vida (trogloxenos) ou completa-lo dentro ou fora das cavernas (trogléfilos). Entretanto,
algumas espécies ndo ocorrem em habitats na superficie (epigeos), apresentando
especializagdes para a vida exclusiva em ambientes subterraneos - os troglobios (Culver, 2001;
Christiansen, 2005; Culver e Pipan, 2009).

No intuito de indicar areas de grande relevancia bioespeleoldgica, Culver e 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 e Pipan (2009) identificaram outros 16 hotspots, no entanto
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nenhum havia sido identificado na regido Neotropical até Souza-Silva e Ferreira (2016)
inserirem dois hotspots brasileiros, a Toca do Gongalo (Bahia) e o Sistema Areias (Sao Paulo),
na seleta lista. Dos 38 hotspots atualmente identificados, apenas cinco estdo na regido tropical
(Pipan et al., 2020). Diversos outros podem existir no Brasil, tendo em vista que os habitats
subterraneos tropicais sdo relativamente pouco estudados em relagdo aos temperados, e os
esforcos de amostragem sdo concentrados em poucas regides do pais (Trajano e Bichuette,
2010; Souza-Silva et al., 2015; Souza-Silva e Ferreira, 2016; Souza et al., 2017).

A grande heterogeneidade ambiental do bioma Caatinga e a singularidade de alguns de
seus ambientes permitem prever que esse bioma abrigue uma rica fauna de invertebrados, com
muitas espécies endémicas (Silva et al., 2004; Ferreira et al., 2010). Entretanto, a escassez de
estudos tem mantido a incerteza da real diversidade do bioma e, apesar de alguns trabalhos com
foco em invertebrados terem sido conduzidos em ecossistemas de superficie (Aragjo et al.,
2010; Vasconcellos et al., 2010; Ferreira et al., 2013; Ernesto et al., 2018), a fauna subterranea
e as condicdes e recursos que determinam essa biodiversidade ainda permanecem
majoritariamente negligenciados (Ferreira et al., 2010). Trata-se, portanto, de uma importante
lacuna de conhecimento, tendo em vista que a Caatinga representa uma das maiores savanas do
mundo, abrangendo cerca de 735.000 km? da regido Nordeste do Brasil (Prado, 2003). E ainda
0 Unico bioma exclusivamente brasileiro, o que significa que grande parte do patrimdnio
biologico dessa regido nao ¢ encontrada em nenhum outro lugar do mundo, exceto no nordeste
do Brasil (Silva et al., 2004).

Estudos recentes, no entanto, tém apontado grande relevancia bioespeleologica de
algumas areas carsticas na Caatinga, como as regides de Campo Formoso (Souza-Silva e
Ferreira, 2016), Chapada Diamantina (Gallao e Bichuette, 2015), Serra do Ramalho (Trajano
et al., 2016) e Serra do Iuiu (Cardoso et al., 2021) na Bahia, além do oeste do Rio Grande do
Norte (Ferreira et al., 2010; Hoch e Ferreira, 2013; Fisér et al., 2013; Leal-Zanchet et al., 2014;
Bento et al., 2016; Souza et al., 2018).

O oeste Potiguar se destaca pela riqueza de espécies trogldbias e estigdbias (trogldbios
aquaticos), incluindo as Unicas espécies consideradas relictos ocednicos no pais. Isso ¢ o
resultado de uma combinagao tinica no Brasil com a presenga de um aquifero carstico em uma
regido atualmente semiarida marcada por mudancas paleoclimaticas, incluindo transgressoes e
regressdes oceanicas (Wang et al., 2004; Fisér et al., 2013; Rosseti et al., 2013; Costa et al.,

2018; Souza et al., 2018).
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Parte consideravel dessa riqueza encontra-se em um tnico afloramento calcério, o lajedo
do Rosario, no municipio de Felipe Guerra. Esse afloramento possui a maior concentrac¢do de
cavernas da regido (73) (CANIE/CECAYV, 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 troglobias do lajedo do Rosario estd a cigarrinha Kinnapotiguara
troglobia Hoch & Ferreira, 2013 (Hemiptera: Fulgoromorpha: Kinnaridae), com ocorréncia
registrada até o momento em cinco cavernas distribuidas por toda a extensdo do afloramento
(Ferreira et al., 2010; Hoch e 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?. Tal distribui¢do poderia ser
explicada pela possivel existéncia de conectividade entre as cavernas da regido, que seria
mantida por um sistema de mesocavernas, permitindo a dispersao subterranea e mantendo o
fluxo génico entre as populagdes, como observado para algumas espécies troglobias em
diferentes regides do mundo (Juberthie et al., 1980; Juberthie, 2000; Hoch e Ferreira, 2013).

Diante do exposto, espera-se que o lajedo do Rosario consista em um agrupamento de
cavernas conectadas por pequenas cavidades e fissuras ndo acessiveis ao ser humano,
permitindo o fluxo génico local entre diferentes cavernas do afloramento. Nessas condigdes,
individuos de K. troglobia coletados em diferentes cavernas no lajedo devem pertencer a uma
mesma populagdo. Assim, o presente trabalho tem por objetivo apresentar a diversidade da
fauna troglobia do lajedo do Rosario, em Felipe Guerra/RN. Objetiva ainda testar, utilizando
analises filogeograficas com base na distribui¢do das populagdes de K. troglobia, a hipotese de
que o lajedo do Rosario ¢ funcionalmente um habitat subterrdneo continuo e deve ser

considerado um hotspot de biodiversidade subterranea.

MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

O lajedo do Rosario estd localizado na margem esquerda do rio Apodi-Mossoro, nas
proximidades do distrito de Passagem Funda e a nove quilometros a nordeste da sede do
municipio de Felipe Guerra, no oeste do Rio Grande do Norte (RN). O afloramento tem em

torno de 1,5 km de extensao (no sentido NE-SW) e 500 m de largura (no sentido N-S), ocupando
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uma area de apenas 0,7 km? (Carneiro et al., 2015) (Figura 1). Esse afloramento calcario, além
dos demais onde estdo inseridas as outras cavernas com ocorréncia de K. troglobia, fazem parte
do grupo Apodi/formacao Jandaira, que ¢ a mais extensa area de afloramento de carbonatos
fanerozoicos do Brasil (Bezerra et al., 2007). Tais rochas constituem uma rampa carbonatica
que aflora em praticamente toda a por¢do emersa da Bacia Potiguar, incluindo a por¢ao norte
do Rio Grande do Norte ¢ Nordeste do Ceara (Bertani et al., 1990; Bezerra et al., 2007). Essa
rampa foi submetida, durante e apds sua deposicdo, a diversos episodios de soerguimento
provocando exposicao subaérea e erosao que resultaram em intensa carstificagdo e dissolugao
(Bertani et al., 1990; Bezerra et al., 2007).

A regido insere-se no dominio da Caatinga e apresenta clima quente e semidrido,
predominantemente do tipo BSh segundo a classifica¢ao climatica de K&ppen (Alvares et al.,
2013). A temperatura média € constante durante o ano, variando de 25 a 30°C, enquanto a
precipitagdo média anual situa-se em torno de 800mm (Silva et al., 2017).

Coleta de espécimes de Kinnapotiguara

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.
Todos os habitats potenciais (principalmente areas umidas e com raizes) foram inspecionados
visualmente. Individuos de Kinnapotiguara foram coletados manualmente com o uso de pingas
e pincéis, conservados em etanol absoluto (99,5% P.A) e armazenados sob refrigeracao (-20°
O).

Levantamento da fauna troglobia

O levantamento de dados referentes a fauna troglobia do lajedo do Rosario foi realizado

a partir da literatura publicada (Ferreira et al., 2010; Hoch e Ferreira, 2013; Azara e Ferreira,

2014; Leal-Zanchet et al., 2014; Bento et al., 2016; Bento et al., 2021).
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Figura 1. Localizacao das cavernas com ocorréncia de Kinnapotiguara e coleta de individuos
para sequenciamento (A), além da distribuicao das cavernas conhecidas, atualmente mapeadas
e com inventarios bioespeleologicos na area do lajedo do Rosario (B). Imagem panoramica do
lajedo do Rosario (C).

Extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido dos individuos de Kinnapotiguara preservados em etanol
utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Foram obtidas sequéncias parciais do gene mitocondrial citocromo C oxidase
subunidade I (cox1), amplificadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers
LCO-1490 (forward) e HCO-2198 (reverse) descritos por Folmer et al. (1994).

As reagdes de PCR foram realizadas em volumes de 25ul contendo 5 pl de tampédo 5x
GoTaq Reaction (Promega), 2,4 pl de MgC1? (25mM), 2 pl de NTP (2mM), 2 ul de DMSO,
0,5 pl de cada primer (10mM), 0,2 ul da enzima GoTaq® DNA Polymerase (Promega) e 4 ul
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de DNA gendmico total. O perfil de termociclagem incluiu 1 ciclo de 4 minutos a 94°C; 35
ciclos de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 48°C, 1 minuto a 72°C; e 1 ciclo de 7 minutos a 72°C.
Todos os produtos de PCR foram primeiramente visualizados em gel de agarose 1,2%,
purificados e posteriormente utilizados em uma reagao de PCR de sequenciamento utilizando
o Kit “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). As
reagdes de sequenciamento, em ambos os sentidos, foram realizadas em volumes de reacdo de
10 pl contendo 0,5 pl de BigDye 2.5, 2 ul de tampao de sequenciamento 5x (Applied
Biosystems), 2 ul dos produtos de PCR e 0,5 pl de primer. O perfil de termociclagem foi: um
ciclo de 1 minuto a 96°C, 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4 minutos a
60°C. Os produtos da reagdo de sequenciamento foram analisados em um sequenciador de DNA
automatico, modelo ABI 3730-Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Analises dos dados

As sequéncias consenso foram montadas com uso do software Geneious Prime
(https://www.geneious.com/prime/) e alinhadas usando ClustalW (Thompson et al., 1994),
implementado no programa Mega X (Kumar et al., 2018), seguidas por inspe¢do visual para
ajustes finais. Adicionalmente, as sequéncias de DNA foram traduzidas em aminoacidos para
verificar stop cddons prematuros ou indels. Testes de saturagao foram realizados no programa
DAMBE7 (Xia, 2018).

A partir da analise de distribui¢dao de haplotipos realizada com o programa DNAsp v.5
(Librado e Rozas, 2009), foi construida uma rede de haplétipos usando TCS Network (Clement
et al., 2002) no software PopArt (Leigh e Bryant, 2015), com o objetivo de visualizar diferencas
em sua distribui¢do e passos mutacionais.

O software Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010) foi usado para calcular o indice de
fixagdo (MDst), como uma estimativa de fluxo génico entre as localidades. Também com uso do
Arlequin 3.5, a analise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para avaliar quanto da
variacdo genética em Kinnapotiguara pode ser explicada pela distribuicao das cavernas nos
afloramentos calcarios.

Com o objetivo de avaliar padrdes de particionamento genético e geografico e
determinar o nimero de populagdes em Kinnapotiguara, foram utilizadas duas abordagens: a
analise espacial de variancia molecular, SAMOVA (Dupanloup et al., 2002); e, de forma
complementar, a inferéncia bayesiana da estrutura genética de populacdes, implementada no
BAPS 5.2 (Bayesian Analysis of Population Structure) por meio da op¢ao Population mixture

analysis — Clustering with linked loci (Corander e Tang, 2007; Corander et al., 2008). A analise
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no BAPS foi realizada com o objetivo de identificar os agrupamentos existentes em um mesmo
afloramento calcéario, desde que possuissem mais de uma caverna com ocorréncia de

Kinnapotiguara.

RESULTADOS
Fauna troglobia do lajedo do Rosario

Um total de 24 espécies trogldbias encontra-se registrado na literatura para nove
cavernas amostradas no Lajedo do Rosario (Tabela 1), 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).

Os troglobios terrestres sao maioria, com 15 espécies, € ha nove espécies estigobias
(incluindo quatro que sdo consideradas relictos ocednicos) (Tabela 2; Figura 2). Apenas quatro
espécies estdo formalmente descritas: K. troglobia (Hemiptera: Fulgoromorpha), novo género
e o segundo registro de um Kinnaridae troglobio no Brasil (Hoch e Ferreira, 2013); Potiberaba
porakuara Fisér, Zagmajster & Ferreira, 2013 (Amphipoda: Mesogammaridae), novo género e
primeiro registro da familia na América do Sul (Fisér et al., 2013); Hausera hauseri Leal-
Zanchet & Souza, 2014 (Platyhelminthes: Tricladida), novo género e primeiro registro da
subordem Cavernicola na América do Sul (Leal-Zanchet et al., 2014); e Newportia potiguar

Azara & Ferreira, 2014 (Scolopendromorpha: Scolopocryptopidae) (Azara e Ferreira, 2014).

Tabela 1. Relagdo das cavernas no lajedo do Rosario com inventérios bioespeleologicos.

Nome da caverna Sigla Coordenadas

Latitude (S) Longitude (W)
Caverna dos Troglébios TRO 05°33'24.27" 37°39'40.57"
Caverna dos Crotes CRO 05°33'38.77" 37°39'31.54"
Caverna Abissal ABI 05°33'51.06" 37°39'57.29"
Caverna da Carrapateira CAR 05°33'38.22" 37°39'50.32"
Caverna da Catedral CAT 05°33'50.49" 37°39'57.37"
Caverna Complexo Suico CCs 05°33'42.50" 37°39'38.70"
Caverna do Chocalho CHO 05°33'36.77" 37°39'39.36"
Caverna da Descoberta DBT 05°33'47.68" 37°39'55.50"
Caverna Geraldo Gusso GEG 05°33'40.64" 37°39'50.45"
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Tabela 2. Distribuicdo da fauna troglobia do lajedo do Rosério nas diferentes cavernas e habitats
amostrados. T: Terrestre; A: Aquatico; E: Epicarste. Siglas das cavernas conforme Tabela 1.

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

Estruturacio genética de K. troglobia

Foram obtidas sequéncias parciais do coxl com 659 pb de 120 individuos de

Kinnapotiguara, coletados em 19 cavernas (Tabela 3). Foram identificados 19 haplétipos,

geralmente separados por varios passos mutacionais e Unicos de cada caverna, com excecdo do

Hap 1 (compartilhado entre trés cavernas no lajedo do Rosério), Hap 10, Hap 14 e Hap 15

(compartilhado entre cavernas do lajedo da Lapa) e Hap 19 (compartilhado entre cavernas do

lajedo dos Angicos) (Figura 3).
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(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 (I), Hausera hauseri (J) e Oligochaeta sp. n (K).

Tabela 3. Relacao das cavernas com ocorréncia de Kinnapotiguara. N — niimero de individuos
sequenciados. GDS Rosado, Governador Dix-Sept Rosado.

Caverna Siga N Afloramento Municipio Coordenadas

(lajedo) Latitude (S) Longitude (O)
Gruta dos Trogldbios TRO 11 Rosario Felipe Guerra 05°33'24.27" 37°39'40.57"
Gruta dos Crotes CRO 7 Rosario Felipe Guerra 05°33'38.77" 37°39'31.54"
Gruta da Descoberta DBT 9 Rosario Felipe Guerra 05°33'47.68" 37°39'55.50"
Lapa I/Engano LIE 6 Lapa Felipe Guerra 05°33'41.89" 37°41'42.25"
Caverna Duas Urtigas URT 2 Lapa Felipe Guerra 05°33'35.48"  37°41'00,01"
Caverna da Raposa RAP 2 Lapa Felipe Guerra  05°33'36,15" 37°41'03,77"
Cavernalapal LAl 8 Lapa Felipe Guerra  05°33'35,50" 37°41'18,31"
Caverna do Mosteiro MOS 6 Lapa Felipe Guerra 05°33'45,61" 37°41'44,19"
Caverna Boa CBO 2 Lapa Felipe Guerra  05°33'59,50" 37°41'52,43"
Caverna dos dois cbs 7 Alfredo Felipe Guerra 05°34'06,51" 37°40'50,42"
Gruta da Rumana RUM 10 Rumana Felipe Guerra 05°33'54.25" 37°39'07.13"
Buraco Redondo BRD 9 Meio Felipe Guerra 05°34'42.98" 37°39'04.99"
Cavernada Seta SET 7 Arapua Felipe Guerra 05°32'40.23" 37°38'03.10"
Caverna do Arapua ARA 9 Arapua Felipe Guerra 05°31'48.25" 37°36'58.47"
Caverna da Bota BOT 7 Arapua Felipe Guerra 05°31'30.85" 37°37'05.29"
Gruta Boca de Peixe BPX 8 Bonito GDS Rosado 05°29'04.45" 37°33'29.62"
Gruta do Poco Feio PFE 8 Bonito GDS Rosado 05°29'15.51" 37°33'33.40"
Caverna SN9 SN9 1 Angicos GDS Rosado 05°29'41.33" 37°32'41,71"
Caverna Sombra de Ubaia suB 1 Angicos GDS Rosado 05°29'41.64" 37°32'41,23"

108



37°40'0"W 37°35|'0"W

I Lajedo
/ Bonito BPX s
£ o
o o
L&
; 2
i o
- n
Lajedo
\?osAngicos
[,\r\/;§ /A S
Q \
o ‘ LEGENDA
\ do Rassro @ Cavernas
D Limites municipais
Lajet{o .
da Lapa { - Lajedos
~ Rios
QX <. Riachos e corregos sazonais
o da Rumana ﬂé o ‘ Ceara JL;"_‘ xOcezmo atlantico
~ o 4 % T
“\/‘ g SO // m | f;?io Grande-.
:Q BﬂpkLajedo ,( § 7» ; Jgj"*v—:_;._l :°
0 do Meio - ¢ o~ WK - 0
! - A
1) 0 /15 3 6 |wv
o
odl” g = Za =
et © | QUILOMETROS
v T
37°40'0"W 37°35'0"W
Lajedo 10 Samples
Bonito i 1 sample
- “Hap_19 | @ PFE
Lajedo do - 2 ol @ BPX
Arapua - >l @® BOT
. Lajedo ® ARA
. dos @ SET
‘ Angicos ® TRO
' @ DBT
i " CRO
Lajedo do : e
Rosario /ﬂap_1 ® CE0
® Mos
i @ LA
Lajedo da Lapa _ ® RAP
P el Lajedo de - o
2 Alfredo
" Hap_15 i @® cDs
Hap_14 i . ® RuM
Hap_10 o @ BRD
- ! Lajedo ) SN9
- - do Meio @ suB

Figura 3: Localizagdo das cavernas com ocorréncia de Kinnapotiguara e individuos com Cox1
sequenciado (A), além de rede de haplétipos com os passos mutacionais inferidos (B). Siglas

das cavernas em A de acordo com a Tabela 3.
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As comparagdes par-a-par de Ost, em sua maioria iguais a 1.00 ou muito préoximos, e
significativos, apontam estruturacdo populacional e fluxo génico restrito ou inexistente entre
linhagens na maioria das cavernas. No entanto, ha valores baixos e néo significativos de ®sr
entre as sequéncias do coxl de individuos coletados nas cavernas do lajedo do Rosario
(variando de 0, entre as cavernas da Descoberta, DBT, e a dos Troglobios, TRO, a 0.35 entre
esta e a caverna dos Crotes, CRO) e também no lajedo da Lapa (Tabela 4). Embora isso ocorra
sempre entre cavernas proximas e em um mesmo afloramento, nao foi observado entre outras
localidades nas mesmas condi¢des, como as cavernas do Arapua (ARA) e Bota (BOT), no
lajedo do Arapud, e entre as cavernas da Boca de Peixe (BPX) e do Pogo Feio (PFE), no lajedo

Bonito.

Tabela 4. Valores de ®st para as sequéncias cox1 (abaixo da diagonal) e distancia linear (em
km, acima da diagonal) entre as localidades de Kinnapotiguara. Siglas das cavernas conforme
Tabela 3. * p < 0.05. Os valores referentes as cavernas no lajedo do Rosario estdo destacadas
em negrito.

TRO CRO DBT BOT ARA SET PFE BPX LIE CBO MOS CDS LAl RAP URT RUM BRD SN9 SUB
TRO - 051 085 591 580 329 136 139 378 420 3.86 251 3.03 259 247 138 265 146 146
CRO 0.35 - 0.82 594 577 323 136 139 405 441 411 260 331 286 274 088 215 145 145
DBT 0.00 0.31 - 6.72 6.57 4.04 144 1477 328 3.61 334 178 257 212 201 151 231 154 154
BOT 1.00* 0.98* 1.00* - 0.57 277 773 801 943 995 953 842 868 829 818 578 696 878 878
ARA 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* - 255 786 816 941 991 950 831 865 824 813 554 663 881 881
SET 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* - 104 107 7.01 747 7.09 579 7.00 582 570 3.01 422 113 113
PFE 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* - 036 171 177 172 161 17.1 160 159 134 143 178 179
BPX 0.99* 0.97* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.98* - 174 179 175 164 167 160 162 13.7 146 186 7.88
LIE 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* - 0.62 013 176 0.76 120 131 479 519 182 182
CBO 1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.00 - 050 192 128 166 1.77 509 532 18.7 187
MOS  0.99* 0.98* 0.99* 0.99* 1.00* 0.99* 1.00* 0.99* 0.60 0.40 - 1.77 085 128 139 484 521 183 183
CDS 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 0.99* - 128 1.02 100 320 343 171 171
LAI 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.28 0.04 0.44* 0.97* - 120 131 479 519 182 182
RAP 0.99* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 0.88* 0.67 0.71* 0.99* 0.43 - 0.12 3,63 419 171 171
URT 0.99* 098* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 0.88* 0.67 0.71* 0.99* 0.43 -1.0 - 352 410 169 169
RUM  1.00* 0.98* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.99* 1.00* 1.00* - 150 142 142
BRD 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 1.00* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.99* 0.97* - 15.0 15.0
SN9 1.00 099 1.00 1.00 1.00 100 100 100 100 1.00 099 100 099 099 099 1.00 0.99 - 0.01
SUB 1.00 099 1.00 1.00 1.00 100 1.00 100 100 1.00 099 100 099 099 099 1.00 0.99 0.00 -

Segundo a AMOVA, o agrupamento das cavernas nos diferentes afloramentos calcarios
(lajedos) explica 94,94% da variagdo genética observada (®ct = 0.949, p<0.001) (Tabela 5). O
melhor cendrio indicado pela SAMOVA (maior ®ct significativo) aponta que o
particionamento em 12 populagdes explica 99,09% da variacdo genética observada em
Kinnapotiguara (Oct = 0.991, p<0.0001, Tabela 6). Tal arranjo manteve o agrupamento das
cavernas no lajedo do Rosario em uma mesma populagdo, e também no lajedo dos Angicos e
em parte do lajedo da Lapa, mas apontou populagdes diferentes em cada uma das cavernas dos

demais lajedos (Tabela 6).
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Tabela 5. Teste de andlise de varidncia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da variagdo
genética observada nas sequéncias do coxl de Kinnapotiguara pode ser explicada pela
distribuicdo das cavernas nos afloramentos calcérios (conforme Tabela 2). * p <0.05.

Entre Entre populagGes, Dentro das

~ (DCT
grupos dentro dos grupos populagdes

Hipdtese

Afloramentos
(TRO+CRO+DBT / SET + ARA + BOT/ BPX+PFE / 94,94 461 0.45 0.949*
LIE+CBO+MOS+LAI+RAP+URT / CDS / RUM / BRD / SN9+SUB)

Tabela 6. Teste de andlise espacial de varidncia molecular (SAMOVA) para avaliar as
subdivisdes genéticas com diferentes numeros de populagdes (K = 2-18) para as sequéncias do
cox1 de Kinnapotiguara. A linha destacada indica o melhor arranjo (k=12). Abreviagdes das
cavernas conforme Tabela 1. * p <0.05.

g'\r‘:sss Composigdo dos grupos Entre Ent:jeez(t)r%ucliaogsaes’ Dentro (ias o

(K) grupos arupos populagdes

) TRO+DBT+CRO+BOT+ARA+SE;J&ngggf;hI§:§5§+MOS+LAI+ CDS+RAP+URT/ o o 50.88 032 .
3 TR0+DBT+CR0+BOT+ARA+sE;l+J|'=\:|=)|i;|;:Fl;>J<r g ,\ﬂ; E++ScUBBo+Mos+LA|+ CDS+RAP+URT/ 2295 035 -
4 TRO+DBT+CRO+ PFE+BPX / BoRTJ'/\\AFiAg;sDEIS{\I I;Egﬁl;O+MOS+LAI+ CDS+RAP+URT/ o oo 1871 0.40 0,500+
5 TRO+DBT+CRO+ BOT+ARA+SERT U/ n;i;?;;( S/NLSI;Ew;(L:J?30+MOS+LAI+ CDS+RAP+URT /o 19.55 039 0.800"
6 TRO+DBT+CRO / BOT+ARA+SERTU/ JIEEEP/XS/NLE; E;SI;O+MOS+LAI+ CDS+RAP+URT/ oo 1011 042 0,895+
. TRO+DBT+CRO / BOT+A(R:g+S-S/E; lj I\F;IT:RBDP)/( é ’\:; Ii-i-sCUBBO+MOS+LAI +RAPHURT/ o oo 620 043 09300
8 TRO+DBT+CRO / BOT+ARC/-I\) é jEF:—U/ '\;i;BDP/XS/NLQI:EIZO+MOS+LAI +RAPFURT/ o0 1030 043 0893
9 TRO+DBT+CRO / BOT+A§§;S/EF;F U/ '\;F/Egsgx/ /S II;IIS:(S:S(E';HMOS&AI /RAP+URT/ o oo a1 0.44 0919
10 TRO+DBT / CRO / B0T+ACR6AS+/SI;'[J /NIID;EB+RB;)/( é 'L_IQE:SCUBé)+MOS+LAI /RAPURT/ o 779 045 0o18"
1 TRO+CRO / DBT/ B0T+A(F:<[A);S/EFI U/'\;’F/EB/RI;P;< S/NL;E;E?BO+MOS+LAI /RAP+URT/ o o 436 0.46 0952+
2 TRO+CRO+DBT / BOT / AE/E\) é ji{Tu /l\/llj;EB{R EB)P/xs/N I;E;SEO+MOS+LAI /RAPURT/ o o 0.46 046 0991
13 TRO+CRO / DBT/ BOT+ARAC 1/) sSF}TR/U F"\;E éRBDP)/( é rtlg E++s m3c>s+LA| /CBO/RAP/URT/ o) o 505 0.46 0,945+
1 TRO+CRO/ DBT/ BOT+AEAD;S;;L/JI\F;IF;EE?REX//SI;\II?/L?:J/BMOS /CBO/RAP/URT/ o, o 7 45 046 0971
15 TRO+DBT / CRO / B0T+ARCAD/SS/E;’JJI}E;:IF)’X//S’I:IIS;LSA&Q MOS/CBO/RAP/URT/ oo, 380 047 0957+
16 TRO+DBT /CRO / BOL /R "?/F::AD é iEI;rU/I\/IPF/EB/RBDP/XS/NgE;lCJBBO /MOS / LAl / RAP / 98.89 0.63 0.48 0,989
17 TRO/DBT/CRO/ BOT+A/RCAD/SS/E;U/'\:F/EB/REI;P}(S/NL;E;IS.SB/ MOS / CBO /RAP/URT oo ¢ 128 0.48 0.982"
18 TRO+DBT / CRO / BOT/ ARA / SET / PFE/ BPX / LIE / LAI/MOS / CBO /RAP /o o) 065 048 0989

URT /CDS/RUM /BRD /SN9/SUB

A inferéncia bayesiana da estrutura genética de populagdes, implementada no BAPS 5.2
para os lajedos com mais de uma localidade, indicou trés agrupamentos para K. troglobia no
lajedo do Rosério (probabilidade = 1, log (ml) = -7.68). No entanto, dois desses agrupamentos
sao constituidos por individuos coletados na caverna dos Crotes, enquanto o terceiro
agrupamento ¢ formado por individuos de todas as trés localidades (Tabela 7, Figura 4). Os
agrupamentos delimitados para os demais lajedos sdo, de maneira geral, coerentes com os

padrdes identificados pelas redes de haplétipos e SAMOVA (Tabela 7, Figura 4).
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Tabela 7. Inferéncia bayesiana da estrutura genética de populagdes (BAPS) para subdivisoes
genéticas em diferentes nimeros de populagdes para o cox1 de Kinnapotiguara, realizada para
os lajedos com mais de uma caverna com ocorréncia do tdxon. Tendo em vista a coleta de
apenas um individuo em cada uma das duas localidades, e os mesmos compartilharem o mesmo
haplotipo, ndo foi realizada a analise no BAPS para o lajedo dos Angicos (cavernas SN9 e
SUB). Siglas das cavernas de acordo com a Tabela 3.

N° de
grupos Composicao dos grupos Lajedo Probabilidade Log
(K) (ml)
TRO + DBT + CRO
3 CRO Rosario 1 -7.68
CRO
PFE .
2 BPX Bonito 0.99 -28.75
BOT + ARA .
2 SET Arapud 0.71 -42.39
LIE + CBO + MOS + LAI
LAI + RAP + URT
5 LAI Lapa 0.93 -26.78
MOS
RAP + URT

A-

T c D
R R B
o ) T
B A s P
o R E F
T A T E
L c ] L R ]
1 B o A A R
E o s 1 P T

Figura 4. Atribuicdo bayesiana para cada individuo inferida pelo programa BAPS para
Kinnapotiguara, realizada para os lajedos com mais de uma caverna com ocorréncia da espécie
(A —lajedo do Rosario, B —lajedo do Arapua, C — lajedo Bonito, D — lajedo da Lapa). As linhas
verticais indicam cada um dos individuos e as cores representam o coeficiente de associagao de
probabilidade daquele individuo para cada agrupamento genético. Siglas das cavernas de
acordo com a Tabela 3.
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DISCUSSAO

Fauna troglobia do lajedo do Rosario

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
formacdo Jandaira (Bento et al.,2021), apesar de ocupar uma area de apenas 0,7 km? (Carneiro
etal., 2015). Além disso, abriga as duas cavernas com a maior riqueza de troglébios — a caverna
dos Troglobios (11 espécies) e a caverna dos Crotes (8) (Ferreira et al., 2010; Bento et al.,
2021).

Um dos motivos para tal concentragdo pode ser o grande numero de cavernas no lajedo
(73 até o momento, CECAV/CANIE, 2020). O numero de cavernas ¢ um preditor da riqueza
de trogldbios mais efetivo do que a area carstica total (Christman e Culver, 2001), sugerindo
que, embora os ambientes subterraneos intermedidrios possam ser importantes para a
conectividade, as cavernas ainda s3o um fator dominante para a diversidade de espécies
trogldbias (Balogh et al., 2020).

Outro fator determinante seria a presenca de aquiferos e outras colecdes de aguas
subterraneas nas cavernas do lajedo do Rosario, frequentemente apontada como um importante
fator para a alta diversidade de troglobios (Culver e Sket, 2000; Culver e Pipan, 2009; 2013;
Simdes et al., 2015). Como exemplos no Brasil, as duas areas com maior riqueza de troglobios
na Mata Atlantica, o quadrilatero ferrifero (Minas Gerais) e o grupo Acungui (Sdo Paulo e
Parand) sao importantes aquiferos (Souza-Silva et al., 2015), e 0o mesmo ocorre na area carstica
da Serra da Bodoquena, no Sudoeste do Brasil, uma regido com grande diversidade de
troglobios e estigdbios (Cordeiro et al., 2014).

Dessa forma, as grandes concentracdes de troglobios geralmente estdo associadas a
presenca de corpos d’dgua e/ou corregos e rios subterraneos (Souza-Silva e Ferreira, 2016;
Souza-Silva et al., 2017), cuja presenca ¢ ainda mais determinante nas regidoes semidridas
(Souza-Silva e Ferreira, 2016). Tais colecdes aumentam a umidade e importam matéria
organica (Souza-Silva et al., 2012) e, além de permitir a colonizagdo e manuten¢do de
estigdbios, podem proporcionar maior riqueza de trogldbios terrestres (Simdes et al., 2015).
Além de possuir as caracteristicas acima citadas, as cavernas no lajedo do Rosario ndo estdo
sujeitas a inundacdes (Bento et al., 2016). Tais eventos podem causar distirbios no aporte de
nutrientes e no fluxo de individuos que entram e saem das cavernas, aumentando o fluxo génico

e dificultando a especiacdo (Souza-Silva et al., 2011; Simdes et al., 2015), de forma que
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cavernas sujeitas a inundagdes extremas geralmente ndo apresentam muitas espécies troglobias
(Elliott, 2004).

Além disso, quatro das nove espécies estigobias identificadas no lajedo do Rosario sao
relictos ocednicos (cirolanideos e anfipodes - Ferreira et al., 2010; Fisér et al., 2013). Em regides
costeiras, avangos e regressoes oceanicas ocorridos em diferentes periodos tém sido apontadas
como responsaveis pela origem de diversas linhagens de estigdbios considerados relictos
oceanicos (Fisér et al., 2013; Alvarez et al., 2015; Souza et al., 2018; Humphreys, 2019; Delic
et al., 2020). A area de estudo tem um histdrico de transgressdes e regressdes oceanicas, com
vastos registros geologicos e paleontoldgicos (Bezerra et al., 2007; Rosseti et al., 2013; Bagni
et al., 2020), além de uma comunidade de estigbbios relictos oceanicos como testemunhos
(Ferreira et al., 2010; Fisér et al., 2013; Souza et al., 2018).

Assim, a riqueza e a singularidade biologica da fauna subterranea no lajedo do Rosério,
com destaque para a quantidade e concentragdo de trogldbios, além da presenga de relictos,
provavelmente resulta de uma combinacdo de fatores geoldgicos, hidrogeologicos e
paleoclimaticos unica no Brasil.

Lajedo do Rosario: habitat subterraneo continuo

A AMOVA indicou que o agrupamento das cavernas nos diferentes lajedos explicou
94.94% da variagdo genética observada em K. troglobia. No entanto, o melhor cenario indicado
pela SAMOVA (k=12) aponta que a maioria das populagdes estd confinada a uma unica
caverna, mesmo quando estas ocorrem em um mesmo lajedo. Isso estd de acordo com a rede de
haploétipos, que indicou que 14 dos 19 haplétipos s@o exclusivos das cavernas onde ocorrem,
bem como com a estruturagdo populacional extrema revelada por valores elevados e
significativos de @sr entre a maioria das localidades. Esse padrao, no entanto, parece frequente
entre organismos subterraneos terrestres, € na auséncia de conectividade ¢ esperada divergéncia
extrema entre as populagdes de diferentes cavernas (Mammola et al., 2015; Balogh et al., 2020).

No lajedo do Rosario, no entanto, ocorrem trés hapldtipos € o mais comum ¢
compartilhado entre individuos das trés cavernas (Hap 1). A SAMOVA indicou que os
individuos coletados nessas trés cavernas pertencem a uma unica populacdo, e também nao
houve valores elevados e significativos de ®@st entre nenhuma das cavernas no lajedo (chegou
a 0 entre individuos coletados nas cavernas da Descoberta e dos Troglobios, cuja sequéncia do
cox1 ¢ idéntica, apesar da distancia de 850 metros entre elas). A inferéncia bayesiana, realizada
no BAPS, embora tenha indicado trés agrupamentos genéticos no lajedo do Rosario, apontou

um agrupamento composto por individuos das trés cavernas.
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Todos esses resultados sugerem um provavel fluxo de individuos/genético de K.
troglobia entre as cavernas do lajedo do Rosario. A existéncia de uma rede de espacos
subterraneos poderia manter a disponibilidade de habitat e a conectividade entre cavernas em
escala local (Mammola et al., 2016; Pipan e Culver, 2017), o que explicaria o padrdo
filogeografico contrastante encontrado entre o lajedo do Rosario e a maioria das demais
localidades de Kinnapotiguara. De fato, além das 73 cavernas atualmente conhecidas no lajedo
do Rosério (CECAV/CANIE, 2020), das quais apenas 25 estdo mapeadas, hé ainda uma enorme
concentracdo de outras cavidades geradas pela dissolugao carstica. Sao 241 dolinas, 98 uvalas
(dolinas colmatadas), 219 sumidouros e 724 condutos horizontais (vales carsticos, alguns
chegando a mais de 150 metros), sendo que todas estas estruturas carsticas tém correlagdo
geométrica e espacial com fraturas interconectadas, as feigdes estruturais mais comuns no
lajedo (Carneiro et al., 2015).

Tendo em vista esse padrao filogeografico contrastante observado para K. troglobia, é
razoavel supor que a conectividade bioldgica subterrdnea existente também ocorra para as
outras espécies troglobias no lajedo do Rosario. Isso corrobora a hipotese de que o lajedo ¢ um
modelo andlogo a um agrupamento de cavernas interconectadas por juntas e fraturas e constitui
um habitat subterraneo continuo, cuja conectividade pode ser atestada com o uso de K. troglobia
como um “tracador bioldgico™. O raciocinio é analogo ao uso amplamente aceito de tracadores
quimicos para confirmar a conectividade hidrologica em sistemas de cavernas, inclusive usado
no Sistema Areias — um dos hotspots de biodiversidade subterranea Neotropical (Sanchez,
1992; Ferrari e Karmann, 2008; Trajano, 2007; Souza-Silva et al., 2016).

Por todos os motivos expostos, o Lajedo do Rosario, em Felipe Guerra, deve ser
considerado um hostpot de biodiversidade subterranea de acordo com a definicao de Culver e

Sket (2000), ja que abriga 24 espécies troglobias.
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CONSIDERACOES FINAIS

A regido oeste da Formacao Jandaira ¢ uma das mais relevantes do ponto de vista
bioespeleoldgico no Brasil, com riqueza e diversidade comparaveis as demais regioes carsticas
brasileiras. Destaca-se pela quantidade e concentracdo de espécies trogldbias, incluindo os
unicos relictos oceanicos no pais, associada a presenca de aquiferos cérsticos e mudancas
paleoclimaticas (incluindo transgressoes e regressoes oceanicas) (Bento et al., 2021).

Destaca-se a area carstica dos municipios de Felipe Guerra e Governador Dix-Sept
Rosado, e mais especificamente o lajedo do Rosario, em Felipe guerra, que pode ser
considerado um Zotspot de biodiversidade subterranea. E importante frisar ainda que, conforme
resultados do Capitulo II, o lajedo do Rosario concentra parte consideravel das linhagens
cripticas identificadas e estd inserido na principal area prioritaria para conservagdo. Esta
inserido ainda nas Areas Prioritarias para a Conservagao, Utilizagdo Reparti¢do de Beneficios
da Biodiversidade Prioritarias para a Biodiversidade da Caatinga (MMA, 2018), bem como nas
Areas prioritarias para conservagio do patriménio espeleologico Brasileiro (ICMBio/CECAV,
2018).

Os resultados trazem ainda outras grandes implicacdes para a conservacdo do
patrimonio espeleologico da area de estudo. O elevado nivel de endemismo da maioria dos
troglobios encontrados, além das varias espécies de relictos, ocednicos e filogenéticos como os
Calabozoidea (Isopoda), tem um desdobramento importante em relagcdo a aplicagdo da atual
legislacao que trata do patrimonio espeleologico (Brasil, 2008; MMA, 2017). Tal legislagao
prevé que cavernas com ocorréncia de troglobios raros, endémicos ou relictos devem ser
consideradas de méaxima relevancia, o que impossibilita impactos negativos irreversiveis e a
operacdao de diversos tipos de empreendimentos e atividades incompativeis. Tais restrigdes
podem ser uma oportunidade para incentivar o uso sustentavel, gestao participativa e educagao
ambiental como instrumentos para a conservagdo do patrimonio espeleoldgico na regio.

O lajedo do Rosario ¢ apenas o terceiro hotspot de biodiversidade subterranea
identificado no Brasil e em toda a América do sul. Apesar dessa singularidade, ndo ha na
legislacdo ambiental brasileira qualquer garantia expressa de protegdo especifica para tais
cavernas ou sistemas de cavernas tnicos. E recomendavel, portanto, o aperfeicoamento de tal
legislagdo de forma a garantir protegdo integral aos hotspots de biodiversidade subterranea e
seu entorno.

A criacao de uma Unidade de Conservacao com foco na protecdo de uma importante

concentracdo de cavernas na regiao oeste do Rio Grande do Norte, o Parque Nacional da Furna
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Feia (Brasil, 2012), representou um importante ganho para a conservagdo do patrimonio
espeleoldgico potiguar. No entanto, o lajedo do Rosério permanece fora de areas protegidas.
Além disso, o conceito de hotspots de biodiversidade subterranea ¢ criticado por adotar um
limite arbitrario de 20 espécies trogldbias, além de ndo considerar ameacas a perda de
biodiversidade, como no conceito original de hotspot proposto por Myers et al. (2000) (Souza-
Silva e Ferreira, 2016). O lajedo do Rosario, no entanto, encontra-se em regido com crescente
pressao sobre as areas de ocorréncia de cavernas em funcao de atividades como mineragao,
visitacdo desordenada e agricultura irrigada (inclusive com utilizacdo de agua do aquifero
Jandaira) (Cruz et al., 2010; Ferreira et al., 2010). Isso denota a necessidade urgente de agdes

voltadas a criagdo de uma Unidade de Conservagdo na area.
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CAPITULO IV

Vida nas CaveRNas: proposta de cartilha

como ferramenta de educacao ambiental e

material didatico no ensino de Ciéncias

Vida nas CaveR Nas: proposed booklet as a

tool for environmental education and didacti

material in Science teaching



RESUMO

Devido a suas fragilidades intrinsecas, as cavernas e sua biodiversidade associada estdo
diferencialmente expostas a impactos decorrentes de atividades antropicas. Embora a educagao
ambiental tenha importancia fundamental na formagao de cidadaos conscientes, acdes focadas
nas comunidades no entorno de cavernas ainda sdo relativamente incomuns. Nesse contexto, a
biologia subterranea pode auxiliar a educagdo ambiental na divulgagdo e valoragdo de um dos
habitats menos conhecidos, que sdo as cavernas. Apresentamos a cartilha educativa “Vida nas
caveRNas”, com foco na fauna cavernicola do oeste do Estado do Rio Grande do Norte,
particularmente espécies troglobias endémicas e sua historia evolutiva. O material aborda
também caracteristicas gerais da Caatinga e outras espécies frequentemente encontradas nas
cavernas, suas relacdes ecoldgicas e os impactos antropicos frequentemente observados na
regido. Os impactos sdo abordados ndao s6 em relacdo a seus efeitos sobre o ambiente
subterraneo, mas também aos ambientes superficiais e que podem até mesmo afetar
negativamente atividades humanas. Também sdo apresentadas solugdes para esses impactos,
destacando que ¢ possivel e desejavel a conciliagao entre atividades humanas e a conservagao
do patrimonio espeleoldgico. Além da historia em quadrinhos, hd informagdes sobre as espécies
que inspiraram os personagens ¢ algumas atividades ludicas, com o objetivo de fixar o
conhecimento apresentado na cartilha. 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 a¢des de educagdo ambiental, de forma a
despertar o interesse sobre as cavernas, seus habitantes e sua conservagdo. A sua adogdo,
principalmente em uma estratégia continuada de educacao ambiental, certamente auxiliara na
conservagao do patrimonio espeleoldgico excepcional existente na regido oeste do Rio Grande
do Norte. Por fim, recomendamos a elaboracdo de materiais didaticos baseados em contextos
regional e até mesmo local, e 0 modelo aqui apresentado pode ser seguido para a elaboragdo 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.

Palavras Chave: Biologia Subterranea, Conservacao, Patrimonio Espeleologico, Troglobios
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ABSTRACT

Due to their intrinsic fragilities, caves and their associated biodiversity are differentially
exposed to impacts arising from anthropic activities. Although environmental education is
important in the formation of conscientious citizens, actions focused on communities around
caves are still relatively uncommon. In this context, subterranean biology can help
environmental education in the dissemination and valuation of one of the lesser known habitats,
which are caves. We present the educational booklet “Vida nas caveRNas”, focusing on cave
fauna in the west of Rio Grande do Norte state, particularly endemic troglobitic species and
their evolutionary history. The material also addresses general characteristics of the Caatinga
and other species often found in caves, their ecological relationships and the anthropogenic
impacts often observed in the region. Impacts are addressed not only in relation to their effects
on the subterranean environment, but also to surface environments that can even negatively
affect human activities. Solutions for these impacts are also presented, highlighting that it is
possible and desirable to reconcile human activities and the conservation of speleological
heritage. In addition, there is information about the species that inspired the characters and some
playful activities, with the aim of fixing the knowledge presented in the booklet. The booklet
was developed as an educational strategy to assist in the teaching-learning process of the
Science discipline in the final years of elementary school, as well as in other environmental
education actions, in order to arouse interest in the caves, their inhabitants and their
conservation. Its adoption, mainly in a continuous environmental education strategy, will
certainly help in the conservation of the exceptional speleological heritage existing in the west
region of Rio Grande do Norte state. Finally, we recommend the elaboration of didactical
materials based on regional and even local contexts, and the model presented here can be
followed for the elaboration of booklets aimed at other specific regions of Brazil. However,
such materials must be prepared responsibly and carefully, in addition to being based on

extensive scientific knowledge.

Key Words: Underground Biology, Conservation, Speleological Heritage, Troglobites.
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INTRODUCAO

Os ambientes subterraneos (dos quais as cavernas fazem parte) e sua biodiversidade
associada sdo frequentemente expostos a diversos impactos oriundos de atividades antropicas
(Ferreira ¢ Martins, 2001; Cruz et al., 2010; Ferreira et al., 2010; Mammola et al., 2019).
Atividades agropastoris, urbanizagdo e minera¢ao tem sido as mais recorrentes no entorno de
cavernas, entretanto o uso recreativo e atividades turisticas tém sido comuns em seu interior
(Souza-Silva et al., 2015).

Embora os ambientes de superficie sejam diretamente afetados, os impactos antropicos
tendem a ser até mais intensos nos habitats subterraneos, que juntamente com sua fauna
apresentam vulnerabilidade intrinseca (Mammola et al., 2019). Isso ocorre devido a maioria das
espécies trogldbias (exclusivamente subterraneas) necessitarem de condigcdes ambientais
especificas (temperatura relativamente constante e umidade elevada), possuirem distribui¢ao
restrita (Gilbert e Deharveng, 2002; Trontelj et al., 2009), crescimento populacional lento e
baixa fecundidade (Fiser et al., 2013), resultando em comunidades menos resilientes e mais
vulneraveis a perturbacdes ambientais (Cardoso et al., 2010; Mammola et al., 2019).

Devido a tais caracteristicas, os ambientes subterraneos abrigam formas de vida
excepcionais ¢ devem ser considerados habitats criticos e priorizados em politicas de
conservagdo (Mammola et al., 2019). No entanto, embora iniciativas de identificacdo e
priorizagdo de areas objetivando a conservagdo de cavernas no Brasil tenham se tornado mais
frequentes (Ferreira, 2005; Simdes et al., 2014; ICMBio/CECAYV, 2018; Rabelo et al., 2018;
Cardoso et al., 2021), agdes de educagdo ambiental focadas nas comunidades no entorno de
areas com ocorréncia do patrimonio espeleologico ainda sdo relativamente incomuns.

Isso ¢é preocupante, pois a educagdo ambiental € uma importante pratica para a formacao
de cidadaos conscientes das necessidades de conservagao e mitigacdo de impactos em cavernas
(Dias, 2004; Ferreira et al., 2008). Nesse contexto, a biologia subterranea pode auxiliar o
trabalho da educacdo ambiental, seja formal ou informalmente (Donato e Dantas, 2009; Donato
e Oliveira, 2019). Além disso, ao se divulgar um dos habitats menos conhecidos da populagao
geral, que sdo as cavernas, pode-se aumentar o conhecimento € a conscientizagdo sobre a sua
importancia junto a um publico mais amplo que os espeledlogos e pesquisadores (Donato e
Oliveira, 2019).

Os beneficios dessa estratégia sdo inumeros, como utilizar espécies bandeiras (ou
guarda-chuvas) para potencializar a conservagcdo do ambiente onde estdo, pelo carisma que

possuem; divulgar a presenca de fauna endémica e rara, como os troglobios, e seu potencial
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para estudos genéticos, ecologicos e evolutivos; permitir o estudo de interagcdes ecoldgicas
unicas (que geralmente ndo ocorrem em ambientes superficiais); associar a presenca de fosseis
e vestigios arqueologicos e paleontologicos nas cavernas, que podem auxiliar na compreensao
da evolugdo da regido; e contribuir para diminuir os impactos ambientais sobre as cavernas €
seus entornos (Donato, 2018; Donato e Oliveira, 2019).

Adicionalmente, tais iniciativas podem auxiliar a mudar a percepcao ambiental negativa
sobre determinados ambientes e espécies animais menos carismaticas (Cardoso et al., 2011;
D'Amen et al., 2013; Silva et al., 2018; Nascimento et al., 2020). Isso ¢ particularmente valido
para cavernas e invertebrados, principalmente na Caatinga, que sdo pouco explorados no
curriculo escolar (Nascimento et al., 2020). As escolas e os livros didaticos nao contribuem
para melhorar essa percepgado, ja que geralmente abordam tais espécies € ambientes sob uma
otica antropocentrista (Trindade et al., 2012; Ferreira et al., 2014; Nascimento et al., 2020).
Mesmo no Estado de Minas Gerais, que concentra quase metade das mais de 21.000 cavernas
oficialmente cadastradas no Brasil (CANIE/CECAYV, 2021), os livros didaticos de ensino
fundamental abordam o tema cavernas de forma simplista e utilitaria, citando apenas sua
importancia econdmica, devido a extragdo de calcario, por exemplo (Ferreira et al., 2014).

Apesar disso, a escola tem se mostrado um ambiente propicio para reflexao e construcao
de novos conhecimentos e percepcdes a respeito do ambiente (Silva et al., 2010). O desafio ¢
incentivar a avaliagdo critica do livro didatico e a busca de fontes adicionais de pesquisas pelos
docentes (Ferreira et al., 2014; Nascimento et al., 2020), ja que os livros didaticos utilizados no
ensino de Ciéncias possuem abordagem limitada a respeito de espécies nativas da Caatinga
(Diniz et al., 2016; Barbosa e Ramos, 2020). Assim, torna-se necessario contextualizar o ensino
de Ciéncias de forma a valorizar a fauna de invertebrados (Nascimento et al., 2020) e também
o patrimonio espeleoldgico, ao menos nas regides de ocorréncia expressiva (Van-Beynen et al.,
2012). O ensino de diversas disciplinas dos ensinos Fundamental e Médio pode ser beneficiado
com associagoes extraidas do ambiente cavernicola, tais como biologia, quimica, geografia,
fisica, etc. (Morgado et al., 1996), e as possibilidades de uso de cavernas em praticas de Ciéncias
sdo amplas e facilitadas pela curiosidade despertada por esses ambientes (Souza-Silva et al.,
2014).

Nesse contexto, torna-se necessaria a elaboracao de materiais para o ensino e divulgacao
sobre cavernas e seu uso sustentavel (Ferreira et al., 2008). Cartilhas podem facilitar o processo
de ensino-aprendizagem sobre o ambiente cavernicola, pois podem reunir e reforgar

informagdes de outras fontes, permitindo a adaptacao do contetido para diferentes publicos-
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alvo e sua disponibilizagdo em formatos impresso ou digital (Souza-Silva et al., 2014, Donato
e Oliveira, 2019).

Essa versatilidade tem tornado as cartilhas uma ferramenta comum para a divulgacao
sobre o patrimdnio espeleoldgico, e diversos materiais foram confeccionados e direcionados a
publicos distintos: o “Almanaque da Turma do Dinho” (IBAMA/CECAV, 2004); a “Aventura
da vida nas cavernas” (Ferreira et al., 2008), com foco na fauna cavernicola e impactos ao
ambiente subterraneo; “Viajando pelas cavernas da Serra do Espinhaco” (Alt e Moura, 2014);
“Protegendo as cavernas do Brasil” (Donato et al., 2018), com foco na divulgacao da legisla¢do
brasileira sobre o patrimonio espeleologico; e as cartilhas “O que é caverna? Desmistiticagao e
aspectos fisicos de uma caverna” (EGRIC, 2021a) e “O que ¢ espeleologia? Espeleologia como
ciéncia e sua historia” (EGRIC, 2021b), direcionadas ao publico geral e voltadas a apresentacao
de conceitos basicos e da historia da espeleologia.

No entanto, com exce¢do da cartilha “Aventura da vida nas cavernas™ (Ferreira et al.,
2008), a biodiversidade subterranea e os possiveis impactos ambientais que a afetam ndo sdo
devidamente abordados. Também ndo ha, atualmente, material didatico direcionado a
divulgacdo da biodiversidade subterranea do oeste da formacgdo Jandaira, uma das areas de
maior relevancia bioespeleoldgica no Brasil (Bento et al., 2021). Nesse contexto, apresentamos
aqui 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 conservagao.

MATERIAL E METODOS

A cartilha ilustrada foi elaborada a partir da compilag¢do de informagdes resultantes de
diversos estudos com fauna subterranea no oeste do Rio Grande do Norte, incluindo inventarios
e estudos ecologicos (Ferreira et al., 2010; Bento et al., 2016; Bento et al., 2021) e artigos de
descri¢do das espécies (Hoch e Ferreira, 2013; Fisér et al., 2013; Santos et al., 2013; Castro-
Souza et al., 2017). Tais informagdes foram complementadas com os resultados dos capitulos I
e II, particularmente a histéria evolutiva, distribui¢do geografica e impactos ao ambiente
subterraneo. De forma a ampliar seu escopo e a contextualizagdo da historia, sdo apresentadas

também caracteristicas gerais da Caatinga e utilizadas outras espécies frequentemente
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encontradas nas cavernas, suas relagdes ecoldgicas e os impactos decorrentes de atividades
humanas frequentemente observados na regiao.

Os impactos sdo abordados ndo s6 em relagdo a seus efeitos sobre o ambiente
subterraneo e seus habitantes, como também aos ambientes superficiais e que podem até mesmo
afetar negativamente atividades humanas. Também s3o apresentadas solucdes para esses
impactos, destacando que ¢ possivel e desejavel a conciliagdo entre atividades humanas e a
conservagao do patrimonio espeleoldgico.

A histéria foi elaborada de forma a permitir uma continuagao, com possivel elaboragao
de outras cartilhas com novas histdrias baseadas nos resultados de outras pesquisas em
andamento.

Além da historia em quadrinhos, a cartilha traz informagdes sobre as espécies que
inspiraram os personagens ¢ algumas atividades ludicas, com o objetivo de fixar o

conhecimento apresentado na cartilha.
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GIOVANNA (GIGI), LETICIA (LELE) E GERALDO (PENINHA)
SAO ESPELEOLOGOS POTIGUARES. ELES VAO EXPLORAR
UMA CAVERNA DESCONHECIDA, E ESTUDAR OS BICHOS
QUE VIVEM LA.

Olha s6! Tem peixes
aqui nessa poga!l
Estou vendo! Que
lindos! Sao peixes
anuais!
\ Anuais?
Como assim?

0 ano todo!

Ja as cavernas sao bem mais
estaveis e podem ficar umidas

Por isso elas sao importantes, ja

Fantastico! Mal

comegou a chover e A Caatinga n3o é

jé estéa tudo verdinho! mesmo incrivel?

Eles nascem, crescem e se reproduzem durante as
chuvas, e depois botam ovos que resistem a seca.
Quando as chuvas retornam no ano seguinte,
tudo comeca de novo.

A Caatinga é cheia de plantas e bichos com adaptagdes
como essa para sobreviver a seca. Muitos deles sé sao
encontrados aqui e em nenhum outro lugar. Por isso
dizemos que sé&o endémicos.

Que incrivel,
Gigi! Boa sorte
la embaixo,
pessoal. Vou ficar
aqui de vigia.

que os bichos podem se abrigar no
subterraneo para fugir da seca.




* Troglébios sdo animais que s6
vivem em cavernas e outros
ambientes subterraneos

Nossa, que linda!

E tem um rio
subterraneo! Vai
ter troglébio* aqui!

Olha que estranho, uma
rocha com um buraco no

Sim!
E olha ali! Tem

formato da letra grega 6mega um bloco
; dourado com o
Esse é o
; mesmo
simbolo
formato!
para

"caverna",
nao é7?

TZANAAAAAACTH!

Ja pensou se vocé

conseguisse falar

com os bichos que
vocé estuda?

Cavernas sao incriveis,
nao? Tanta coisa Unica!

Nossa, nem saberia
0 que perguntar
primeiro!

Como é viver no escuro? Sera
que eles dormem? Como
sobrevivem com t&o pouco?

Acho que se colocarmos no molde
nds vamos conseguir encaixar...

Que esquisito... Esta
ouvindo esse zumbido?...

CARAMBA! Nos
encolhemos!

O qué?! Nao!
N&o pode ser!

Tsss...




O unico jeito de voltarmos ao
normal é colocando a placa de volta
na rocha. Mas como vamos fazer
isso desse tamanho?!

Acho que precisamos ir |a em cima
tentar chamar a atencao de Lelé. Ela
poderia nos ajudar com isso!

Boa ideia! Mas antes vamos no rio. T6
morrendo de sede, e todo nosso equipamento
e suprimento continuam grandes!

¥ Nossa, de perto da pra
ver que o rio ta meio
barrento...

AAAAAHHH!!!

Ta mesmo... Mas é
essa agua ou
nenhuma...

Ah... Pensei que
fosse comida...

Por favor! Ndo me coma!!! Meu Deus, um
cirolanideo*!

* Cirolanidae é uma familia de
crustaceos isépodes aquaticos

O que vocés
estdo fazendo
aqui?

Ciro? Nao, Ciro é o nome do
meu primo! Meu nome é Lana!
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s . 7 * Amphipoda é uma ordem de
Eita! Outro Clrolanldeo, e de outra crustaceos predominantemente

aquaticos

espécie! E dois anfipodes™!
Acho que vou desmaiar!

Eu heim, nada
- fica em segredo
Oqueesta Prazer, meu aqui por muito
acontecendo aqui? nome é Poti. tempo...
Vocés séo
comida?

Oi, eu sou
Dinho!

Nossa, Poti, vocé é tao lindo!

Sem olhos, branquinho. Mas

vocés parecem tdo famintos
também...

Ufa! Ainda bem que
achei essas raizes.
Nao aguentava mais
andar!

Noés estamos acostumados

a encontrar pouca comida
nas cavernas, mas

ultimamente tem sido mais

Caramba! Uma
cigarra troglébia!

S % : ; Ei, acho
dificil. A agua também esta que tem
estranha, barrenta e suja. E Meis

era parahoﬁruz est;r bem alguém 14

mais cheio também... SR G

Porcaria...
A

Essa n3o! E um
Schizomida*!

Voa! Voa!

Nao da!
Eu ndo sei
voar!
Aaaai!

Oba, dei
sorte hoje...

Vish, deu ruim! E
Landim! Ele vai
pegar Kinna!

Eu também néo sei,
mas nao fico subindo
em lugar alto...
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Entédo eu sou um trogléfilo! Gosto de passar o
tempo aqui, mas esta dificil achar comida,
entdo tenho que buscar la fora...

Obrigada por me ajudarem. As
raizes da minha caverna secaram
e vim procurar comida aqui...

Vocé me chamou de

troglébia? O que é isso? Carambal Ainda n&o me

acostumei a estar encolhido!

Troglébios s&o animais que s6 podem viver no
ambiente subterraneo, Kinna. Se vocé pudesse viver
aqui dentro e 14 fora, vocé seria um troglofilo.

E temos ainda os trogléxenos, que precisam sair de vez em
quando para achar comida. Como os morcegos.

Alguém me chamou? T6
exausta! Tive que voar
bem mais longe para
conseguir comida...

O ecossistema nas cavernas é diferente. Como nao
tem luz, as plantas ndo conseguem crescer e a base
da cadeia alimentar € a matéria organica trazida de
fora pelo vento, pela agua ou por bichos que
entram e saem, COMoO 0S MOrcegos.

Oi, Carol I!!

E por isso que qualquer
impacto la fora pode
afetar as coisas aqui

dentro!

Que coisa! Todos estéo reclamando da
falta de comida. O que sera que
esta acontecendo?

Pois €, gente! Por isso aproveitem bem a
refeicao, pois foi dificil de conseguir!

Que
delicia de
fruta
diferente!
Epa,
chegou
mais

ECA! Nzo! § 2lguem!
Oba! Aqui! Aqui nao!!!
Aqui!

Opa, cheguei bem na
hora! Vai sobrar algo
pra mim? T exausto!
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N&o sei como vocés tém
coragem de sair por ai
desse jeito. Eu ndo saio
daqui por nada!

Engracado, vocés trés sdo da mesma
familia, mas sé&o tao diferentes...

Vocé também é de
outra caverna, Ciro?

Mesma
familia!?

.u’H/L

Sim, fica muito longe daqui, mas as vezes eu venho
visitar meus parentes. Nesta época do ano costuma ter
\ mais agua e facilita a viagem, mas este ano ta bem dificil...

: _ Sim, Dinho é s6
Como assim?! Eles que NOSSO amigo.

sao primos, nao eu!

Que
viagem!

Sim, eu entendi. E que vocés fazem parte de uma grande familia de crustaceos
chamada Cirolanidae. E um grupo quase s6 de bichos marinhos, mas aqueles que
ocorrem em agua doce podem ser achados em cavernas préximas ao mar.

Acho

que
ninguém
aqui Essa conversa me lembrou que
sabia estamos aqui justamente para
disso! Ja vocés dois ai atras sao estudar animais como vocés, para

aprendermos mais sobre suas
origens...

anfipodes, provavelmente de
origem marinha também...

Opa, agora eu também me

, i i i S6 n

interessei! Sempre quis saber Eil S6 ndo venha tentar me
mais sobre minha histéria! comer de novolll

Nao foi pessoal,
eu so estava
com fome.

Acho que seria legal se todos Que 6timo, pessoall Muito
nés participassemos entéo... Quem sabe n&o descobrimos obrigadal S6 vou precisar de

0 que esta acontecendo com umas amostras de DNA de
a comida e a 4gua também?

vOCces.
™ Ainda bem que o material de coleta ’
q N6s voltaremos Acho que
estava no meu bolso e encolheu para contar tudo Carol e os
CONOSCO... e a vocés, mas amigos dela
S N 75 primeiro podem ajudar
N { . precisamos voltar VOCES...
T ao tamanho
normal...

Com uma pequena amostra de cada um
de vocés, poderemos entender melhor
as suas origens. E vamos tentar
descobrir o que esta acontecendo na
caverna também.




-

S6 ndo toquem na
pedra, sen&o vocés
serao morcegos
gigantes!

Isso pessoal,
continuem assim!
Calma e devagar!

Muito obrigada por tudo, pessoal! Nos
voltaremos com as novidades!

Eita, que
pesado!

s
Tentem ajudar
a gente!

Ufff... Vocés estdo muito exigentes

Até logooo!
pra quem nao esta fazendo nada!

Uhuuu!
Deu certo!!!

4
Vo
Aaai, t6 com
caimbra! Ainda bem, a gente

fazer de novo!

Nossa, que demora! Ja
estava pensando em descer
para resgatar vocés! A

Nao se preocupem!
Voltaremos em breve!

Vamos descobrir o que

esta acontecendo |a fora

que esta afetando a
caverna!

Tem um balneario indo na
diregédo da correnteza do rio
subterraneo. Deve ser a
ressurgéncia da caverna.

Isso
- ‘ 8 cplicaa
Lelé, vocé nao Senta ai que | 4gua
vai acreditarno 1 temos muito pra - barrenta e
que aconteceul! te contar! Vejo também algumas porque os
A N dolinas e areas morcegos
7 \\ desmatadas nao acham
/k mais
\\ comida...

QQ QO

E
al

Aqui perto tem uma fruticultura

irrigada. Se tiverem puxando mais “ ’
agua do que o sistema pode repor, | g

5 isso explica o nivel baixo do rio s £

_subterraneo... .

Caramba, ndo to
acreditando! Que
histéria incrivel!

... Talvez fosse legal nos
checarmos a area do balneario,
que é aqui perto...

Ainda bem que trouxemos o
drone para vasculhar a area de
cima e ver o que esta
acontecendo!

NN

E foi isso. Os morcegos encaixaram a
pedra no lugar e nés voltamos ao
normal! S6 conseguimos sair com a

ajuda deles!

2
%
v,

| -




| NO BALNEARIO

Nossa, era para o balneario estar
cheio nesta época do ano, mas o
movimento esta bem fraco!

Deve ser por que tem menos agua, e
além de tudo ela esta suja e barrenta.
Precisamos fazer alguma coisa!

LOGO NO DIA SEGUINTE, GIGI CONTINUOU COM SUA PESQUISA NO LABORATORIO. ENQUANTO ISSO, LELE E
PENINHA ENTRARAM EM CONTATO COM ORGAOS AMBIENTAIS E A PREFEITURA PARA CONSEGUIR MAIS

INFORMACOES SOBRE OS PROBLEMAS NA AREA DA CAVERNA...

Maravilha, muito

A extragéo de obrigada pela ajuda!

DNA ficou 6tima!

3
/
( Era tudo o que eu

' precisava saber, valeu!

ALGUMAS FRUTICULTURAS TIVERAM QUE PERFURAR POCOS

O DESMATAMENTO PROXIMO A CAVERNA ERA ILEGAL, ) )
PROFUNDOS PARA NAO USAR AGUA DO AQUIFERO CARSTICO*.
E POR ISSO FOI PARALISADO E O RESPONSAVEL TEVE ; -
ASSIM, FOI POSSIVEL CONCILIAR AS PLANTACOES COM O USO

SUSTENTAVEL DA AGUA SUBTERRANEA.

* Aquiferos
carsticos sao
aqueles nos quais a
agua circula pelas
aberturas ou
cavidades nas
rochas,
principalmente
calcarios. Onde
ocorre o calcario
.| Jandaira, o aquifero

QUE REFLORESTAR A AREA.

i~

Com o pogo é raso, de recarga
profundo, eu tenho irregular e
agua boa o ano suscetivel a

inteiro! A plantagdo % B contaminagZo.
melhorou muito! '%8)
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E OS TRES AMIGOS CONTINUARAM DESCOBRINDO NOVAS CAVERNAS, INCLUINDO
UMA MUITO BONITA E PROXIMA DAQUELA ONDE A AVENTURA COMECOU.

Nossa, que caverna
linda! E perfeita para
o espeleoturismo!

Uau! Olha s6 para isso!

Sim, ndo tem nada
muito fragil aqui.

Caramba, que
coisa pesadal!
Pronta!

E QUANDO TERMINARAM OS ESTUDOS,
VOLTARAM JUSTAMENTE PARA A
CAVERNA ONDE TUDO COMECOU.

Tem certeza de que quer ¢ -
ficar aqui, Peninha?

Nossa, to
ansiosall!

Vamos la!

Nossa! Nos Incrivel, ndo é?
encolhemos Vamos ver o
mesmo! Era tudo pessoal agora!
verdade!

Sim, Lelé precisa ver isso também!
Mandem um abrago pro pessoal la embaixo!

A comida voltou! A morcegada

também esta feliz!
Oi, pessoal! Voltei!

Caramba, vocés
estdo 6timos!

Nossa! Nao t6

Olha quem acreditando!

voltooou!

Eu quase nem
saio mais
daqui!

~ Vocés conseguiram! A §  As coisas estido
agua esta limpa de tdo boas que me Sim, a comida voltou também,

novo! mudei pra ca! e eu nao prepiso mais cacgar
meus amigos, hehehe!
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Nossa, descobri tanta
coisa! Mas a histéria é
longa, e comega quando o
sertdo ainda era mar...

E o que vocé descobriu
sobre a nossa histoéria?

Depois, o mar recuou e cavernas foram formadas. Entéo o mar
avangou novamente, e os ancestrais de vocés, cirolanideos e
anfipodes que viviam na regido, provavelmente entravam e
saiam das cavernas quando quisessem

Nos calcarios da nossa regido, encontramos fosseis de animais
Imarinhos que viveram na época dos dinossauros! Isso indica que
naquela época tudo aqui era coberto por um mar raso...

Ao longo de muito tempo, a evolugao foi levando a uma

Mas foi entdo que o mar recuou tanto, que parte dos
seus ancestrais acabou ficando presa no subterraneo,
sem poder voltar para o oceano de novo.

adaptagdo cada vez maior a agua doce, a falta de luz e as
outras condi¢des tipicas do ambiente subterraneo. Nesse
processo, que durou muuuitas geragdes, as novas espécies

foram ficando cada vez mais parecidas com vocés agora:
branquinhos, sem olhos e muito adaptados a viver aqui!

| E t:e ppr isso gue, alér’n de~ Eil E quanto : ' . .
troglébios, voces tamberrl séo a4 minha Os fosseis tambgm' a_uuda_m a
chamados de relictos oceanicos. histéria? entender a sua histéria, Kinna!

Uau!!l Que
legal!

Caramba! Nossos
antepassados
vieram do mar!

O clima nem sempre foi tdo seco nessa regido. Havia
florestas e animais muito grandes la fora. Seus antepassados
viviam aqui também: os adultos na vegetagéo, e os filhotes

Hum, o que & o mar? (ninfas) se alimentando das raizes embaixo da terra.
; /
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Mas, com o tempo, o clima foi
mudando e ficando cada vez mais
seco. Deve ter ficado muito dificil
para os adultos viverem na superficie...

Assim, seus ancestrais foram ficando
gradualmente mais parecidos com

dificil passar a viver o tempo todo nas cavernas, onde & conseguir voar...
sempre mais umido e estavel.

Também descobri que Ciro e Lana tém parentes
préximos em varias cavernas, mesmo longe daqui!
Poti também, mas s6 em cavernas mais proximas.

Mas nao encontrei ninguém parecido com Zé Borges
ou Dinho, acho que vocés s6 ocorrem aqui mesmo...

Nossa, entdo eu também
sou uma sobrevivente de
todas essas mudangas?

Sim, vocé é o que chamamos de relicto geogréfico,
ja que sobreviveram apenas em poucas areas em
relacao ao que era no passado.

Uaaau! Quanta coisa!

"Por isso que todos vocés sao tao importantes! Alguns, como\
Dinho e Zé Borges, s6 ocorrem em uma ou poucas cavernas

bem préximas. Isso € o que chamamos de
endemismo extremo.

Lamento, pessoal. Vou ficar
devendo por enquanto...

Carambal!

E sobre a
gente? O que
vocé
descobriu?

Encontrei parentes de Kinna em varias cavernas,
mas acho que sao parentes distantes, talvez vocés
nem se reconhegcam mais. Enquanto uns sao
endémicos, outros viajam e tém parentes em outros lugares...
Isso nos ensina muito sobre a dinamica da vida nas cavernas

- e 0s processos evolutivos que ocorreram!

.. Preciso pesquisar mais, e é por isso
que nossa histéria ndo acaba aqui!

Muito obrigada a todos vocés pela ajuda, pessoal! Fico
feliz que tenhamos ajudado vocés, e espero poder vé-los
em breve para continuar aprendendo mais juntos!

Sim! Também vou adorar conhecer
mais sobre voceés!
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AS FRUTICULTURAS CONTINUARAM PRODUZINDO,

E TUDO FICOU BEM

E CUIDANDO DA AGUA SUBTERRANEA AO MESMO

TEMPO...

NO FINAL!

A CAATINGA DESMATADA SE RECUPEROU...

... A CAVERNA COM VARIOS ESPELEOTEMAS PASSOU
A RECEBER TURISTAS...

... E O BALNEARIO VOLTOU A SER UM MOVIMENTADO

PONTO TURISTICO DE TODA A REGIAO.

Ei, Gigi, s6 faltou
um peixe troglébio...

... SEM PREJUDICAR 0OS SERES QUI

VIVIAM NA OUTRA CAVERNA...

Hum... Quem sabe
na préxima
aventura?

R ]‘5
G <Y
P %

E 0S NOSSOS AMIGOS ESPELEOLOGOS?
ESTAO APROVEITANDO A VIDA, QUE NINGUEM E DE FERRO.

Sim, mas antes
vamos relaxar.
No6s merecemos..
Ahhhnh...

MAS JA ESTAO PENSANDO NAS PROXIMAS AVENTURAS,

E NO QUE MAIS VAO DESCOBRIR...

142



PERSONAGENS

Lana e Ciro sdo isdpodes (Isopoda) aquaticos da familia Cirolanidae
(uma familia com espécies predominantemente marinhas, mas com
alguns troglébios encontrados em cavernas de regides préoximas ao
mar). E a nossa espécie trogldbia com maior distribuicio (circulos
vermelhos no mapa ao lado), sendo encontrada em cavernas que
chegam ao nivel do lencol freatico em Felipe Guerra, Governador Dix-
Sept Rosado e Barauna (incluindo cavernas no Parque Nacional da
Furna Feia), no Rio Grande do Norte, e Quixeré, no Ceara.
Alimentam-se de varias coisas, incluindo guano de morcegos e
material vegetal levado para as cavernas pelo vento, rios
subterraneos e pela chuva. A espécie ainda ndo esta oficialmente
descrita.

- s

Parque Nacional
da Furna Feia

QUILOMETROS

Dinho também é um

isopode troglébio aquatico da familia

Parque Nacional
da Furna Feia /

Cirolanidae. Ele representa um grupo com pelo menos trés linhagens
isoladas e geneticamente diferentes (que podem até mesmo ser
diferentes espécies), duas encontradas em cavernas e nascentes de
Felipe Guerra e uma terceira (a mais diferente) em uma caverna no
Parque Nacional da Furna Feia (representadas por circulos de cores
diferentes no mapa ao lado). Eles sdo normalmente encontrados em
lagos ou cdrregos subterraneos, caminhando sobre o fundo repleto de
matéria organica (como guano) ou associados a raizes submersas.

20

Quuoafemos

~. Nenhuma das provaveis novas espécies esta oficialmente descrita.

Poti é um anfipode (Amphipoda) da familia Mesogammaridae.
Assim como Dinho, Lana e Ciro, é um trogldbio considerado relicto
oceanico. Ele representa um grupo com pelo menos cinco linhagens
geneticamente diferentes (que podem ser diferentes espécies),
distribuidas de acordo com as drenagens (rios e cérregos) da regiao.
Eles sdo normalmente encontrados em lagos, corregos e rios
subterraneos, caminhando sobre o fundo repleto de matéria
organica (como guano) ou associados a raizes submersas. A linhagem
encontrada nas cavernas representadas pelos circulos vermelhos é a
Unica espécie descrita, Potiberaba porakuara, as demais podem ser
novas espécies (incluindo a representada por um circulo vermelho
escuro ho municipio de Felipe Guerra).

Parque Nacional
da Furna Feia

QUILOMETRQS __|
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Kinna é uma cigarrinha troglébia da familia Kinnaridae. Ela
representa a espécie Kinnapotiguara troglobia, que ocorre em vdarias
cavernas nos municipios de Felipe Guerra e Governador Dix-Sept
Rosado, inclusive em cavernas em margens opostas do rio Apodi-
Mossoré. Elas sdo encontradas caminhando no piso, sob rochas ou
em paredes de cavernas, quase sempre associada a raizes das quais
sugam a seiva. Atualmente sabemos que existem pelo menos sete
linhagens geneticamente distintas (o que faz de K. troglobia um
provavel complexo de espécies), distribuidas de acordo com os
lajedos (afloramentos calcarios) da regido. As maiores diferencas
genéticas sdo encontradas justamente entre linhagens de margens
opostas do rio. ~ v ) »

QUILOME TROS

Zé Borges é um anfipode trogldbio como Poti, também é considerado um
relicto oceanico, no entanto pertence a outra familia (Seborgiidae). Ele
representa provaveis trés espécies do género Seborgia, das quais apenas

da Furna Feia

Parque Nacional/ !‘

uma esta descrita (S. potiguar, de cavernas em Governador Dix-Sept Qy/ /
Rosado). Duas provaveis novas espécies (com base em andlises &/

morfoldgicas preliminares) foram recentemente descobertas em >\“\5‘fﬂw~4 /
cavernas de Felipe Guerra e Barauna (no Parque Nacional da Furna Feia). B \\4\%

Landim representa a espécie Rowlandius potiguar, Deco representa a espécie Endecous potiguar, um grilo
um Schizomida (ordem de aracnideos) da familia facilmente encontrado em diversas cavernas na regido
Hubbardiidae. E considerada uma espécie trogldfila oeste do Rio Grande do Norte e Leste do Ceara. Assim
(que consegue viver tanto dentro como fora de como Landim, é considerada uma espécie troglofila.
cavernas), e é facilmente encontrada em diversas Alimenta-se de uma grande variedade de coisas, desde
cavernas na regido oeste do Rio Grande do Norte e folhas e outros materiais vegetais até fungos e guano de
Leste do Ceara. E um predador, que se alimenta de morcegos.

varios outros pequenos invertebrados.




Carol representa Carollia perspicillata, espécie de
morcego frugivoro amplamente distribuida desde o
Sul do Brasil até o México. Os morcegos sao
considerados trogléxenos (usam cavernas como
abrigos, mas precisam sair para se alimentar, por
exemplo), e tém funcdo ecolégica muito

importante no ambiente cavernicola. Suas fezes
(guano) servem de alimento para varias espécies
que vivem nas cavernas.

Peixe anual. Os peixes anuais (também chamados de
peixes sazonais ou peixes das nuvens) representam
muito bem as espécies com adaptagdes necessarias
a viver na Caatinga. Eles crescem e se reproduzem
em pocas e outros alagados sazonais durante a
estacdo chuvosa, botando ovos que resistem a seca.
Quando chove, os ovos eclodem dando origem a
outra geracdo que reinicia o ciclo. A espécie
representada, Hypsolebias antenori, é encontrada

apenas no oeste do Rio Grande do Norte e no
Nordeste do Ceara.

Peninha é nossa homenagem ao gedlogo e espeledlogo
Geraldo Luiz Nunes Gusso (1953-1993), que também era
conhecido como Peninha. Ele foi um dos mais importantes
espeledlogos brasileiros, deixando um dos seus principais
legados no Rio Grande do Norte. Teve papel determinante
na conservacdo do Lajedo de Soledade, em Apodi/RN, um
importante sitio arqueoldgico e paleontolégico. Foi um dos
pioneiros da Espeleologia potiguar e um dos
fundadores do primeiro grupo de Espeleologia no
RN, o Clube de Espeleologia do Rio Grande do Norte
(CERN). Ele participou das primeiras expedigOes
espeleoldgicas no final da década de 80, quando algumas
das mais importantes cavernas potiguares foram
oficialmente descobertas.

Gigi e Lelé também s3o inspiradas em pessoas de verdade, Giovanna
e Leticia. Elas sdao irmas, muito inteligentes e adoram estudar,
aprender coisas novas e participar de aventuras.

Esperamos que vocé tenha gostado de aprender sobre as nossas
cavernas, e também sobre os animais especiais e Unicos que vivem
nelas!

Que tal aproveitar os joguinhos e desafios das préximas paginas?

Com eles vocé vai verificar o que aprendeu, e também reforgar os
novos conhecimentos.
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Que tal colorir a gente e os nossos amiguinhos?

/

Mas use sua imaginag

~

40, nao precisa

ficar igual a historia!
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. . Y
Vamos ajudar Kinna a chegar
até as raizes?
Mas tomem cuidado

com Landim!

Vocé sabe qual o
habitat de cada bicho?
Ligue cada um dos
Nnossos amigos ao
lugar onde ele vive.

IINRRLL

A..'r
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Veja as dicas abaixo
para preencher as palavras
cruzadas!

6 [ L] ]

7 [ | ] ||

8_| HEEEEEN

HORIZONTALIS VERTICAIS

1. Como se chama o turismo em cavernas? 1. Remogdo da vegetagdo nativa de determinado

o . ) lugar.
2. Principal bioma do Nordeste do Brasil.

2. Onde se passa a maior parte da aventura de Gigi,

3. Tipo de rocha onde normalmente se formam Lelé e Peninha?

as cavernas.

) i i 3. Animal exclusivamente subterraneo.
4. Kinna se alimenta da seiva delas.

4. Animal que pode viver tanto dentro como fora

5. Molécula que carrega a informacgao genética.
de cavernas.

6. Animal que usa as cavernas como abrigo
durante o dia, e sai durante a noite para se
alimentar.

5. Os ancestrais de Lana, Ciro, Poti e Z¢ Borges
viviam no...

6. Vestigios de plantas e animais (como 0ssos,
conchas, etc.) que viveram no passado,
preservados geralmente em rocha.

7. Quando uma espécie sO existe em uma
determinada regido.

8. Quando o desenvolvimento atual nao
compromete a capacidade dos recursos naturais
de atender as necessidades das futuras geragoes.
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Que maravilha! Olha o quanto aprendemos com Gigi, Lelé e
Peninha! Aprendemos que a Caatinga, o Unico bioma exclusivamente
brasileiro, apresenta fauna e flora sensacionais! Os animais e plantas da
Caatinga precisam de adaptacdes para conviver com os periodos secos.
Aprendemos que as cavernas sao ambientes mais estaveis, que muitas
vezes funcionam como refligios e abrigam espécies que nao existem na
superficie, os troglébios! Nas nossas cavernas existem varias espécies de
troglobios que sdo endémicas, s6 tem aqui e em nenhum outro lugar no
mundo. Aprendemos que algumas s3o até mesmo relictos oceanicos,
como os isopodes cirolanideos e alguns anfipodes. Isso mesmo! Esses
bichinhos sdo provas de que o sertdo ja foi mar! E a cigarrinha
Kinnapotiguara? Também s6 tem aqui, € se alimenta da seiva das raizes
que chegam at¢ as cavernas... Quanta coisa interessante! Mas precisamos
estudar mais para valorizar nosso patrimonio, € aprender a viver sem
prejudicar nossa biodiversidade subterranea. O que nds fazemos aqui
fora pode prejudicar o ambiente das cavernas, ja que ta tudo interligado.
Se os morcegos ndo conseguem se alimentar aqui fora, porque a floresta
foi desmatada, por exemplo, eles podem deixar de produzir o guano que
ajuda a alimentar parte dos bichos que vivem nas cavernas. Mas da pra
fazer tudo o que a gente quer, basta ter cuidado e estudar como fazer
direito. D4 até pra visitar as cavernas mais bonitas, fazer espeleoturismo,
porque a gente sO valoriza o que a gente conhece. E tem muito pra
conhecer ainda, estudar para saber como usar os recursos naturais hoje
sem acabar com eles. Afinal, quem ndo quer que seus filhos e netos
conhecam essas belezuras também? Isso ¢ desenvolvimento sustentavel!

C ENDEMI CASC 1 ENUC I A
O SDI GV TRNZ CVMS CTERB
A L E L E TBTFXOCB P WAQTETT
M E NGO F L A I CG S E RTADO
P T ACO®E SV PRB I L OG I N
C R TNV YR COTGILE CV TV
S EV T Y UTU RDUV I E O E S G R
V ER S I DADERGTLTRTUT
T YUV B Y UDSTI1I G UANTOO
L 6 B 1 OS BDT I F L R S CED
N { b EOSV CBUI RTETLTLI CTOS
M R T Y U C AV ERNUA AS ROUPT
O VBTET CETCAVCVMUR RTOR
V O LV I M ENTOT CVO S OLB
S U s T N T AV ELMAURTOV
N TR ADTENZ RTYUNVBTVC
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DISCUSSAO

Devido a suas fragilidades intrinsecas, as cavernas e sua biodiversidade associada estao
diferencialmente expostas a impactos decorrentes de atividades antroépicas (Mammola et al.,
2019). A ocorréncia de atividades potencialmente impactantes as cavernas ¢ comum em areas
de grande relevancia espeleoldgica, tais como o oeste do Estado do Rio Grande do Norte,
diversos impactos decorrentes de mineracdo, desmatamento e turismo desordenado, por
exemplo, ja foram identificados em cavernas da regidao (Cruz et al., 2010; Ferreira et al., 2010).

Além de agdes voltadas a delimitacdo e implantagdo de areas protegidas, como as
unidades de conservacdo, estratégias de uso sustentavel do patrimonio espeleologico devem
levar em consideracao acdes de divulgagdo e valorizagdo das cavernas. Assim, a educagao
ambiental surge como uma ferramenta para divulgar o funcionamento do ambiente, como
dependemos dele, como nossas atividades podem impactd-lo e como podemos promover seu
uso sustentavel (Dias, 2004; Ferreira et al., 2008). A valorizacdo das cavernas e sua
biodiversidade associada € essencial para incentivar na sociedade o compromisso de conserva-
las (Ferreira et al., 2008), sendo de especial importancia que essa conscientizacdo chegue as
pessoas que vivem em municipios com ocorréncia de cavernas (Ferreira et al., 2014).

As cartilhas, entdo, assumem papel importante nesse processo. Embora a cartilha
“Aventura da vida nas cavernas” (Ferreira et al., 2008) aborde especificamente a biodiversidade
subterranea e os possiveis impactos ambientais que a afetam, ela trata a tematica de forma ampla
e genérica pois foi elaborada com base em um contexto de cavernas em toda a Mata Atlantica.
Percebe-se, portanto, que € necessario um esfor¢o na elaboragdo de materiais baseados em um
contexto regional, com espécies e realidade que possam ser reconhecidas pelo publico-alvo
localmente (Nascimento et al., 2020).

Nesse contexto, a cartilha aqui apresentada surge como um material didatico com o
objetivo de complementar as informagdes disponiveis nos livros didaticos de Ciéncias
utilizados nos ultimos anos do ensino fundamental (6° ao 9° ano). Ao mesmo tempo em que
aborda conceitos gerais sobre a Caatinga ¢ o ambiente subterraneo, trata da singularidade da
fauna subterranea do oeste do Rio Grande do Norte, como a evolugao paleoclimatica da regido
moldou a biodiversidade local e como as atividades humanas podem impacta-la. Traz ainda a
mensagem de que € possivel conciliar o desenvolvimento com a conserva¢ao da natureza,
incentivando inclusive a adocao do espeleoturismo, uma pratica ainda pouco realizada na regido
(apesar do enorme potencial), como forma de divulgag¢dao das cavernas e geracao de renda de

forma sustentavel para as comunidades locais.
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Assim, o material foi formulado visando sua utilizacdo principalmente nas escolas de
ensino fundamental nos municipios com ocorréncia de cavernas na regido oeste do RN
(principalmente Felipe Guerra, Governador Dix-Sept Rosado, Mossoré e Barauna). No entanto,
sua utilizacdo ¢ possivel também em outros niveis de ensino (como em disciplinas de Biologia
e Geografia, no Ensino Médio, por exemplo) e em outras acdes de educagdo ambiental.

Esta estratégia, no entanto, passa pela articulagdo junto aos gestores de educacao locais,
bem como a capacitagdo de professores e, preferencialmente, realizagdo de atividades de
campo. Nesse sentido, sera fundamental a participagdo de atores como o Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacdo de Cavernas, vinculado ao Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade (ICMBio/CECAV), bem como de universidades que conduzem estudos
bioespeleoldgicos na regido, como a UFRN e UFLA, e gestores de areas protegidas como o
Parque Nacional da Furna Feia (Brasil, 2012).

E desejavel, inclusive, que a estratégia seja empregada a médio e longo prazo, visando
um melhor resultado quanto a sensibilizacdo ambiental e fixacdo dos conhecimentos pelo
publico-alvo (Oliveira et al., 2011). Isso permitiria também uma avaliacao de efetividade, e
diversos trabalhos tém atestado resultados positivos da utilizagdo de cartilhas como recursos
pedagdgicos (Pinheiro et al., 2010; Ramos et al., 2012; Diniz et al., 2016; Araujo et al., 2018;
Braz et al., 2018). Entendemos, assim, que a cartilha proposta tem potencial para ser adotada e
influenciar positivamente na valorizacdo do patrimonio espeleologico pelas comunidades

residentes nos municipios com ocorréncia de cavernas no oeste do Rio Grande do Norte.

CONSIDERACOES FINAIS

A cartilha “Vida nas caveRNas”, aqui apresentada, ¢ um potencial recurso pedagogico
que pode ser utilizado como material didatico complementar no ensino formal da disciplina de
Ciéncias, bem como em outras a¢oes de educacao ambiental.

A sua adogdo, principalmente em uma estratégia continuada de educagdo ambiental e
valorizacdo das cavernas e sua biodiversidade associada, certamente auxiliard na conservacao
do patrimdnio espeleoldgico excepcional existente na regido oeste do Rio Grande do Norte.

Por fim, recomendamos a claboracdo de materiais didaticos baseados em contextos
regional e até mesmo local. O modelo aqui apresentado pode ser seguido para a elaboragdo 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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CONCLUSOES GERAIS

Este ¢ o primeiro trabalho de filogeografia comparada de invertebrados troglobios
na Caatinga, e identificamos extensa diversidade de linhagens cripticas em praticamente
todos os taxons estudados. Enquanto Cirolanidae sp.1 constitui uma Unica linhagem,
identificamos trés Unidades Taxondmicas Operacionais (UTO’s) para Cirolanidae sp.2,
cinco para Potiberaba, e sete para Kinnapotiguara. Essas linhagens cripticas estdao
distribuidas de acordo com as microbacias (tdxons aquaticos) e lajedos (Kinnapotiguara).

Embora o Parque Nacional da Furna Feia seja efetivo ao abrigar cavernas com
parte da distribuicdo de Cironalidae sp.1, uma UTO de Cirolanidae sp.2 e duas de
Potiberaba, as demais linhagens ocorrem em areas expostas a diversas ameacas
antropicas e podem ser consideradas ameacadas de extingao. Com base na distribui¢ao
das linhagens e categorias de ameaga, identificamos duas &reas prioritarias para
conservacdo, com destaque para a regido da microbacia do riacho do Abreu e lajedo do
Rosério, em Felipe Guerra/RN, que abriga metade (oito, sendo seis endémicas) das
linhagens identificadas. Inserido na principal area prioritaria, o lajedo do Rosario, que
pode ser considerado um sistema de cavernas e abriga 24 espécies troglobias, ¢ um
hotspot de biodiversidade subterranea.

Por fim, apresentamos a cartilha educativa “Vida nas caveRNas”, com foco na
fauna cavernicola do oeste do Estado do Rio Grande do Norte, particularmente espécies
troglobias endémicas e sua historia evolutiva. 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 a¢oes de educagao
ambiental, de forma a despertar o interesse sobre as cavernas, seus habitantes e sua
conservacao.

Como um dos resultados praticos deste trabalho, parte dos dados foi utilizada no
IT Ciclo de avaliagdao do Risco de Extingdo da Fauna Brasileira, coordenado pelo Instituto
Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade, mais precisamente na avaliagdo do
estado de conservagdo dos invertebrados troglobios do Brasil. A oficina de avaliacao foi
realizada entre os dias 21 ¢ 25 de maio de 2018, e as oficinas de validagao concluidas no
inicio de 2019. Em ambas oficinas foram utilizados os dados moleculares disponiveis a
época, resultantes deste trabalho, para a primeira avaliagdo de Potiberaba porakuara e
Kinnapotiguara troglobia, contribuindo para uma avaliacdo mais precisa do estado de

conservagao dos taxons. Apesar da etapa técnica ter sido concluida, tais espécies
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continuam oficialmente ndo avaliadas até que sejam publicadas as novas portarias com
as listas das espécies ameagadas pelo Ministério do Meio Ambiente.

Apesar dos resultados promissores, o trabalho continua em andamento. Estd em
andamento o sequeciamento de outros marcadores moleculares, mitocondriais e
nucleares, para todos os taxons-alvo. O sequenciamento esta sendo realizado em parceria
com o Instituto Tecnolégico Vale — Desenvolvimento Sustentavel (ITV-DS), em
Belém/PA. Essa etapa sofreu atraso em fun¢do da pandemia de Covid-19, pois o
laboratorio ficou praticamente paralisado entre margo e setembro de 2020 e atualmente
ainda ha restrigdes de acesso e circulacao de pesquisadores.

Além disso, embora tenha sido possivel a montagem de bibliotecas NGS de alguns
individuos de todos os tdxons-alvo, mais uma vez a pandemia de Covid-19 impossibitou
ndo s6 a montagem de novas bibliotecas como também o treinamento no ITV para
tratamento e analise dos dados.

Embora ndo tenha sido possivel a inclusdo de analises multilocus e gendmicas
nesta tese, a parceria com o ITV permitird a continuidade do trabalho e os dados poderao
ser utilizados em futuros artigos, inclusive vinculados aos projetos de alunos de mestrado
e doutorado que estdo agora trabalhando com taxonomia integrativa de alguns dos tdxons
trogldbios (cirolanideos e anfipodes).

Um dos principais resultados deste trabalho € justamente a incorporagao de outros
discentes as pesquisas envolvendo taxonomia integrativa e filogeografia de invertebrados
cavernicolas. A partir desta tese de doutorado se somaram outros projetos, e atualmente
ha mais uma tese (envolvendo taxonomia integrativa de Cirolanidae) e trés dissertagdes
em andamento, uma com taxonomia integrativa de Potiberaba, uma de colémbolos do
género Trogolaphysa (estas duas provavelmente terdo continuidade com projetos de
doutorado) e outra com filogeografia e bioacustica de FEndecous (Orthoptera:
Phalangopsidae). Essas pesquisas aprofundardo o conhecimento sobre os ambientes
subterraneos e seus habitantes, ¢ possivelmente ampliardo a ja destacada relevancia do

patrimonio espeleologico potiguar.
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