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Resumo

A ciéncia da biodiversidade enfrenta varios desafios, e estimar a riqueza de
espécies, como se organizam filogeneticamente e sua distribuicdo sdo determinantes em
acOes de conservagdo. Apesar da pouca atencdo recebida historicamente, a Caatinga esta
entre as regides semiaridas mais biodiversas e isto também é valido para os ambientes
subterraneos no semiarido brasileiro. A regido oeste da Formacao Jandaira, nos Estados
do RN e CE, destaca-se no cenario bioespeleologico pela riqueza de espécies troglobias
e, em funcao de sua distribuicdo, alguns destes taxons podem ser modelos para estudos
evolutivos e de conectividade subterranea, como Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera),
Potiberaba porakuara (Amphipoda) e duas espécies ainda nao descritas de Cirolanidae
(Isopoda). Com relacdo ao primeiro objetivo deste trabalho, registramos 192 espécimes
coletados, triados e tombados na colecdo de invertebrados da UFRN, que correspondem
a pelo menos 21 ordens e 61 familias de invertebrados da fauna cavernicola do RN. Além
disto, neste estudo apresentamos padrdes de distribuicdo das linhagens nas cavernas da
regido através de analises filogeogréaficas e filogenéticas utilizando o gene mitocondrial
citocromo oxidase | (COI). Obtivemos sequéncias parciais do COI de 66 individuos de
Cirolanidae sp.n.1 (593 pb), 13 de Cirolanidae sp.n.2 (593 pb), 50 de P. porakuara (588
pb) e 107 de K. troglobia (659 pb), coletados em 9, 3, 10 e 18 cavernas, respectivamente.
Houve estruturacdo génica distinta, com a identificacdo, respectivamente, de 31, 6, 18 e
19 haplétipos, variando desde linhagens separadas por varios passos mutacionais e (nicos
de cada caverna (K. troglobia e Cirolanidae sp.n.2), até linhagens diversificadas com
haplétipos compartilhados (Cirolanidae sp.n.1), com P. porakuara apresentando padrdo
intermediario. O compartilhamento de hapl6tipos e os baixos valores de distancia
genética de Cirolanidae sp.n.1 e P. porakuara indicam maior conectividade no ambiente
aquatico, possivelmente em funcdo da disperséo via lencol freatico (o que ndo é valido
para Cirolanidae sp.n.2, que além da estruturacdo populacional provavelmente constituem
duas espécies distintas). Ainda para Cirolanidae sp.n.1 e P. porakuara, as analises
filogeogréficas indicam diferenciacdo das populacdes de acordo com a bacia hidrografica
do rio Apodi-Mossord e uma microbacia costeira dentro do PARNA da Furna Feia.
Chamamos atencdo para uma populacdo de P. porakuara que se mostrou fortemente
estruturada, no Olho d"Agua da Onca (Upanema/RN), que também corresponde &
localidade do primeiro registro de um macho da espécie. As distancias genéticas para K.
troglobia variaram de 0 a 16,9%, o que aliadas aos valores de ®ST e os resultados da
AMOVA e SAMOVA indicam que K. troglobia provavelmente é um complexo com pelo
menos sete espécies — uma em cada afloramento calcario (conclusdo sustentada ainda por
analises ABGD e BPP) — e populagfes estruturadas em cada caverna, indicando baixa
capacidade de dispersédo e/ou baixa conectividade para 0 ambiente terrestre. Além disso,
as analises evidenciam que o rio Apodi-Mossord constitui uma barreira geografica.
Apesar do carater exploratério do estudo, com utilizacdo de apenas um locus,
identificamos varias linhagens com elevados niveis de endemismo para todos 0s grupos
alvo, incluindo a provavel identificacdo de novas espécies. Isto indica tanto a efetividade
do PARNA da Furna Feia como a area dos municipios de Felipe Guerra, Governador Dix-
Sept Rosado e Upanema como prioritaria para a conservacdo da diversidade genética
destes grupos.

Palavras-chave: Cavernas, Filogeografia, conservacao



Abstract

The Science of biodiversity faces several challenges, and estimating the richness
of species, how they are phylogenetically organized, and its distribution are crucial for
conservation actions. Despite the lack of attention historically received, the Caatinga is
among the most biodiverse semiarid regions, and this is also true for the underground
environments in the Brazilian semiarid. The western region of the Jandaira formation, in
the states of RN and CE, stands out in the biospeleological scenario due to the richness
of troglobitic species and, due to their distribution, some of these taxa can be models for
evolutionary and underground connectivity studies, such as Kinnapotiguara troglobia
(Hemiptera), Potiberaba porakuara (Amphipoda), and two undescribed species of
Cirolanidae (Isopoda). Regarding the first objective of this study, we recorded 192
specimens that were collected, sorted, and tipped in the UFRN invertebrate collection,
which correspond to at least 21 orders and 61 families of invertebrate of the RN’s
troglofauna. Moreover, we present distribution patterns of the lineages in the caves of the
region through phylogeographic and phylogenetic analyses using the mitochondrial
cytochrome oxidase I (COI) gene. We obtained partial COI sequences of 66 individuals
of Cirolanidae sp.n.1 (593 bp), 13 of Cirolanidae sp.n.2 (593 bp), 50 of P. porakuara (588
bp), and 107 of K. troglobia (659 bp). bp), collected in 9, 3, 10, and 18 caves, respectively.
There was a distinct genetic structure, with the identification of 31, 6, 18 and 19
haplotypes, respectively, ranging from lineages separated by several mutational and
unique steps from each cave (K. troglobia and Cirolanidae sp.n.2) to diversified lineages
with shared haplotypes (Cirolanidae sp.n.1), with P. porakuara having an intermediate
pattern. The haplotype sharing and low genetic distance values of Cirolanidae sp.n.1 and
P. porakuara indicate greater connectivity in the aquatic environment, possibly due to
dispersion via groundwater, which is not valid for Cirolanidae sp.n.2 (since it probably
constitutes two distinct species, besides its population structure). Also, for Cirolanidae
sp.n.1 and P. porakuara, phylogeographic analyses indicate differentiation of populations
according to the Apodi-Mossoro river basin and a coastal micro-basin within Furna Feia
National Park. We draw attention to a strongly structured P. porakuara population in
Olho d"Agua da Onca (Upanema / RN), which also corresponds to the locality where a
male of the species was first recorded. Genetic distances for K. troglobia ranged from 0
to 16.9%, which combined with ®ST values and AMOVA and SAMOVA results,
indicate that K. troglobia is probably a complex with at least seven species - one in each
calcareous outcrop (conclusion also supported by ABGD and BPP analyses) - and
structured populations in each cave, indicating low dispersibility and/or low connectivity
to the terrestrial environment. In addition, the analyses show that the Apodi-Mossoré river
constitutes a geographical barrier. Despite the exploratory character of this study, using
only one locus, we identified several lineages with high levels of endemism for all target
groups, including the possible identification of new species. This indicates both the
effectiveness of Furna Feia National Park and the area of Felipe Guerra, Governor Dix-
Sept Rosado, and Upanema municipalities as a priority for the conservation of the genetic
diversity of these groups.

Key words: Caves, Phylogeography, conservation
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INTRODUCAO

A ciéncia da biodiversidade enfrenta varios desafios atualmente. Estimar a
quantidade de espécies que existem no planeta, como se organizam filogeneticamente e
se distribuem no espaco, sdo atividades que tem contribuido na transformagdo do
conhecimento da biodiversidade em acdes de conservacdo (Soares-Filho et. al 2007,
Sarmento et. al 2017). Neste sentido, a Filogeografia € o estudo que busca entender e
explicar os processos historicos e contemporaneos que influenciam a distribuicédo
geogréfica das linhagens sob abordagem molecular (Avise et. al 1987). A utilizagdo de
informagdes filogeograficas somadas a estudos de genética para conservagao resultam em
uma ferramenta poderosa que pode solucionar diversos problemas e principalmente

influenciar nas escolhas dos tomadores de decisGes governamentais.

Embora reconhecido como o pais com a maior biodiversidade, algumas areas mais
secas no Brasil, como a Caatinga, receberam pouca aten¢édo ao longo da historia. Apesar
disso, sabe-se que este bioma esta entre as regides semiaridas mais diversas do Mundo
(Garda et. al 2018). Este cenario é particularmente valido para os ambientes subterraneos
na Caatinga, que ainda permanecem pouco conhecidos.

Os ambientes subterraneos sdo sistemas sujeitos a intercdmbios nas condicdes
atmosféricas, nos recursos alimentares e fauna, com os sistemas adjacentes superficiais
(Culver 1982), diferindo singularmente destes 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 & Pipan 2009). A producdo restringe-se a
recursos aléctones secundarios e, raramente, quimiossintese e crescimento de raizes que
atingem os sistemas subterraneos (Howarth 1983, Ferreira et al. 2007, Schneider et al.
2011, Souza-Silva et al. 2012). Assim, as cavernas sao comumente ambientes
oligotroficos, ja que as vias de importacdo geralmente nao sdo eficientes e tendem a ndo
transportar grandes quantidades de recursos regularmente, de forma que os organismos
que vivem no meio hipégeo devem apresentar adaptacfes morfoldgicas, fisioldgicas e
comportamentais, geralmente ligadas as limitac6es fisicas e a disponibilidade de recursos
alimentares (Culver 1982, Holsinger & Culver 1988, Culver & Pipan 2009).

Em funcdo destas limitacdes, os ecossistemas subterraneos por muito tempo
foram considerados ambientes extremos e incapazes de abrigar uma fauna diversificada

(Gilbert & Deharveng 2002, Simon et al. 2007), mas sabe-se atualmente que cavernas



podem abrigar uma ampla diversidade de habitats e uma rica fauna de vertebrados e
invertebrados, atraindo atencdo ainda devido a sua singularidade bioldgica, endemismos
e importancia evolutiva (Culver & Pipan 2009, Ferreira et. al 2010, Bento 2011,
Chertoprud et al. 2016, Glanville et al. 2016). Os organismos encontrados no meio
subterrdneo podem ser acidentais, usar as cavernas somente durante parte do dia
(trogloxenos) ou completar seu ciclo de vida dentro ou fora das cavernas (troglofilos).
Entretanto, algumas espécies ndo ocorrem em habitats epigeos, apresentado
especializacbes morfofisioldgicas e/ou comportamentais para a vida exclusiva em
cavernas (troglobios) (Culver 2001, Christiansen 2005, Culver & Pipan 2009). De
maneira geral, os troglobios sdo potencialmente ameacados de extin¢do levando em
consideracao suas caracteristicas ecoldgicas, tais como distribuicdo geografica restrita,
baixa densidade populacional, baixa tolerancia a flutuacdes ambientais e estratégia

reprodutiva do tipo K (Holsinger & Culver,1988).

Estudos recentes alavancaram a por¢do Oeste da Formacédo Jandaira, nos Estados
do Rio Grande do Norte e Ceard, como uma das areas mais importantes do ponto de vista
bioespeleoldgico no cendrio nacional (Bento, 2011; Ferreira et al. 2010; Bento et al. 2015;
Bento et al. 2017). Essa crescente atencdo tem sido justificada em funcdo da riqueza de
ambientes carsticos e, principalmente, pelo nimero de espécies trogldbias na regido -
entre elas as Unicas consideradas relictos oceanicos no Brasil. Tal riqueza é resultado de
uma combinacdo unica no Brasil com a presenca de um aquifero carstico subterraneo em
uma regido atualmente semiarida marcada por mudancas climaticas no Quaternario e por
transgressoes e regressdes oceanicas no Paleoceno e Mioceno (Bento 2011, Bezerra et al.
2003, Cruz et al. 2009, Ferreira et al. 2010, Wang et al. 2004).

Em funcédo de sua relevancia como relictos, processos evolutivos envolvidos e
padr@es de distribuicdo, alguns grupos de troglébios foram escolhidos como alvos deste
estudo: As duas espécies ainda ndo descritas de cirolanideos, P. porakuara e K. troglobia
(Figura 1). Destacam-se ainda as potenciais implicacdes do aumento do conhecimento
sobre estas espécies para a conservacao de ambientes subterraneos e até mesmo para o

entendimento de processos geologicos envolvidos na evolugdo da Bacia Potiguar.



Figura 1. Espécies alvo do estudo. Cirolanidae spn.1 (A), Cirolanidae spn.2 (B),
Potiberaba porakuara (C) e Kinnapotiguara troglobia (D)

Assim, este trabalho procurou compreender, por meio de uma abordagem
filogeogréfica, como algumas linhagens (espécies e populacdes) de troglébios alvo estdo
distribuidas nas cavernas da porcdo oeste da Formacdo Jandaira. Gerou-se dados que
ajudam a esclarecer os padrdes e processos evolutivos dos taxa que colonizaram o
ambiente subterraneo, ajudando a esclarecer a biogeografia das cavernas dessa Formacao,

gerando informag0es Uteis a conservagdo e gestdo dessas areas.



OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto é compreender os padrdes de distribuicdo de espécies
de invertebrados troglobios aquéaticos (Amphipoda e Cirolanidae (Isopoda)) e terrestres
(Kinnaridae (Hemiptera: Fulgoromorpha)) e os processos evolutivos ocorridos na
Formacdo Jandaira, por meio de analises moleculares, gerando conhecimento aplicado a

conectividade biologica em ambientes subterraneos e a sua conservacao.

Os objetivos especificos sao:

- Delimitar as espécies e populagdes de taxa troglébios de interesse;

- Identificar padrBes de conectividade bioldgica subterranea e graus de endemismo;

- Identificar areas prioritarias para a¢cdes de conservacdo voltadas a gestdo do patriménio
espeleoldgico da regido.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O estudo foi conduzido em cavernas e reas carsticas dos municipios de Baralna,
Governador Dix-Sept Rosado, Upanema e Felipe Guerra, no Rio Grande do Norte, e
Quixeré, no Ceara. A area pode ser subdividida em até trés regides hidrogréafica e
geologicamente distintas. As cavernas de Felipe Guerra, Gov. Dix-Sept Rosado e
Upanema estdo na Bacia Hidrografica do Rio Apodi-Mossord (a localidade em Upanema
encontra-se na sub bacia do rio do Carmo). J& as cavernas localizadas em Barauna e
Quixeré estdo na Faixa Litoranea Norte de Escoamento Difuso, sendo que a caverna da
Aposta, em Quixeré, encontra-se proxima também a Bacia Hidrogréfica do Baixo
Jaguaribe (Figura 2, Tabela 1).

Geologicamente, a espeleogénese das cavernas em Felipe Guerra e Governador
Dix-Sept Rosado é condicionada pelo nivel de base do rio Apodi-Mossord, que delimita
0s processos de carstificagdo na area (0 mesmo vale para a area de Upanema, com
espeleogénese condicionada pelo rio do Carmo). Ja a area dos municipios de Barauna e
Quixeré corresponde a um soerguimento tectbnico, que combinado ao intenso
fraturamento e falhamento das rochas e a vergéncia do fluxo hidrodindmico superficial
para a zona de descarga a oeste da Serra Mossoré contribuem para a expressiva

concentracdo de cavernas identificadas na area (Xavier Neto, 2006).

O clima é predominantemente do tipo BSw’'h’, da classificacdo climatica de
Koppen, caracterizado como muito quente e semiarido, com a estacdo chuvosa se
atrasando para o outono (Kottek et al. 2006). As chuvas anuais médias de longo periodo
situam-se em torno de 670 mm, evaporacao de 1.760 mm e um déficit de agua de 1.000
mm, durante 09 meses. As precipitacdes sdo irregulares e, de modo geral, significativas
e ocorrem no periodo de fevereiro a julho concentrando-se a maior parte de marco a
junho. A umidade relativa apresenta-se bastante variavel, normalmente entre 59 e 76%, e

a temperatura média anual em torno de 280 C (IDEMA, 2005).

A regido esta inserida no Bioma Caatinga, cuja vegetacdo é formada por um
mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente secas que cobre a maior parte
da regido Nordeste e parte do Norte de Minas Gerais, ocupando uma area aproximada de
734.478 km?. E 0 Ginico bioma exclusivamente brasileiro, o que significa que grande parte

11



do patriménio bioldgico dessa regido ndo € encontrada em outro lugar do mundo exceto
no nordeste do Brasil (Silva et al., 2004).

Parte da area do projeto, nos municipios de Felipe Guerra e Gov. Dix-Sept
Rosado, coincide com a area Cal34, considerada de importancia bioldgica muito alta e
prioritaria para a conservagdo do bioma Caatinga, conforme critérios adotados pelo
Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2007).

12
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Figura 2. Mapa da area de estudo. Pontos vermelhos indicam as localidades das cavernas com populagdes dos grupos alvo do trabalho. Estdo representados também os
limites estaduais (linhas pretas finas) e dos municipios da area de estudo (linhas pretas mais grossas). Tracos em azul retratam a hidrografia. Recorte superior esquerdo ilustra
o Parque Nacional da Furna Feia. A regido cinza escuro apresenta a extensdo geografica dos afloramentos rochosos da Formagéao Jandaira.
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Tabela 1. Dados das cavernas com amostragem de individuos dos grupos alvo de trabalho.

Nome da Caverna Sigla Municipio Latitude Longitude  Cirolanidae sp.n.1 Cirolanidae sp.n.2 P. porakuara K. troglébia
Caverna da Pedra Lisa PDL Baratina (PNFF) 5°2'43.84"S  37°31'18.85"W X X

Furna Feia FUF Baratina (PNFF) 5°2'12.76"S  37°33'36.64"W X

Furna Nova FNV Baratina (PNFF) 5°2'03,21"S  37°34'16,4"W X

Caverna do Lago CLG Barauna (PNFF) 5°2'11.40"S  37°34'15.24"W X

Gruta do olho d'agua do Cedro ODC Baralna 5°12'1.13"S  37°46'34.40"W X X

Caverna da Aposta APO Quixeré/CE 5°12'39.69"S  37°43'35.87"W X

Gruta Olho d'agua da Furna ODF Gov. Dix-Sept Rosado  5°28'50.55"S ~ 37°32'29.94"W X

Grata da Boca de Peixe BPX Gov. Dix-Sept Rosado  5°29'4.56"S  37°33'29.69"W X
Gruta do Poco Feio PFE Gov. Dix-Sept Rosado ~ 5°29'15.51"S ~ 37°33'33.40"W X X
Caverna do Arapué ARA Gov. Dix-Sept Rosado ~ 5°31'48.25"S ~ 37°36'58.48"W X
Caverna da Agua CAG Gov. Dix-Sept Rosado  5°29'4356"S ~ 37°32'43.46"W X X

Olho d'4gua da Onga 0oDO Gov. Dix-Sept Rosado  5°29'41.32"S ~ 37°32'41.71"W X

Caverna sombra de Ubaia SUB Gov. Dix-Sept Rosado  5°29'41.6"S ~ 37°32'41.22"W X
Caverna sem Nome 9 SN9 Gov. Dix-Sept Rosado  5°39'41.32"S ~ 37°32'41.7"W X
Caverna da Bota BOT Felipe Guerra 5°31'30.85"S  37°37'5.29"W X
Caverna da Seta SET Felipe Guerra 5°32'40.23"S  37°38'3.10"W X
Gruta dos Troglébios TRO Felipe Guerra 5°33'24.27"S  37°39'40.57"W X X X
Gruta dos Crotes CRO Felipe Guerra 5°33'37.92"S  37°39'30.89"W X X X
Gruta da Descoberta DBT Felipe Guerra 5°33'47.50"S  37°39'55.77"W X
Gruta Rumana RUM Felipe Guerra 5°33'54.12"S  37°39'7.23"W X
Caverna dos dois CDS Felipe Guerra 5°34'6.51"S  37°40'50.42"W X
Caverna boa CBO Felipe Guerra 5°33'59.50"S  37°41'52.43"W X X

Caverna do buraco redondo BRD Felipe Guerra 5°34'42.98"S  37°39'4.99"W X
Gruta dos Trés Lagos TLG Felipe Guerra 5°35'34.40"S  37°41'12.70"W X X X

Caverna do Mosteiro MOS Felipe Guerra 5°33'45.61"S  37°41'44.19"W X
Lapa | LAI Felipe Guerra 5°33'35.50"S  37°41'18.30"W X
Lapa I/Engano LIE Felipe Guerra 5933°41.90”S  37°41°42.25"W X
Caverna da Raposa RAP Felipe Guerra 5°33'36.10"S  37°41'3.76"W X
Caverna da Urtiga URT Felipe Guerra 5°33'35.47"S  37°40'60.00"W X
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Coleta dos espécimes, triagem e tombamento

As coletas foram realizadas por meio de procura visual detalhada em todos os
potenciais habitats para os grupos de interesse (Figura 3). Os invertebrados terrestres (K.
troglobia) e aquéaticos foram coletados manualmente com o uso de pingas e pincéis.
Adicionalmente para os invertebrados aquéticos utilizou-se covos (armadilha) com iscas
que foram deixados nos corpos d’ dgua por 24 horas. Posteriormente os covos foram
retirados e os invertebrados coletados, sendo os individuos excedente devolvidos ao local.
Todos os invertebrados coletados foram conservados em etanol absoluto para analises
morfologicas e moleculares (neste caso, mantidas também sob refrigeragdo). Foram
coletados 236 individuos, sendo 66 de Cirolanidae sp.n.1, 13 de Cirolanidae sp.n.2, 50 de
P. porakuara e 107 de K. troglobia. As atividades realizadas encontram-se devidamente
autorizadas por meio da Autorizacdo SISBIO/ICMBIio N° 54334

Figura 3. Coleta ativa em habitat potencial para as espécies troglébias aquatica

O material coletado foi triado e identificado até o menor nivel taxondmico
possivel na UFRN. Parte do material foi encaminhado a Colecdo de Invertebrados
Subterréneos de Lavras (ISLA) do Centro de Estudos em Biologia Subterranea da
Universidade Federal de LavrassMG (CEBS/UFLA), para confirmacdo dos taxons e
possivel descricdo de novas espécies, e parte ao Instituto Tecnoldgico Vale -

Desenvolvimento Sustentavel (ITV-DS, em Belém/PA) para extracdo, amplificacdo e
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sequenciamento de DNA. Além do tombamento dos lotes de espécies troglobias, também
foi tombado na colecdo da UFRN material de espécies ndo troglébias coletadas em
trabalhos anteriores nascavernas do RN, doado pelo CEBS/ISLA/UFLA.

Extracdo, amplificacéao e sequenciamento do DNA

O DNA total dos individuos coletados foi extraido com a utilizagdo do Kit DNeasy
Blood & Tissue (Qiagen), seguindo o protocolo do fabricante para invertebrados. Foram
obtidas sequéncias parciais do gene Citocromo C Oxidase subunidade | (COIl),
amplificadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers HCO e LCO
descritos por Folmer et al. (1994). Todos os produtos de PCR foram primeiramente
visualizados em gel de agarose 1,2% e posteriormente utilizados em uma reacdo de PCR
de sequenciamento utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems). Apds a amplificagdo, os produto da PCR foram
novamente purificados por precipitacdo em EDTA/Acetato de sodio/etanol e analisados
em um sequenciador de DNA automatico, modelo ABI 3730-Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).

A partir das sequéncias forward e reverse obtidas do sequenciador foi realizada
uma montagem de novo dos contigs e sequéncia consenso no programa Geneious Prime
(Biomatters Ltd.).

Anélises Filogenéticas

Para reconstruir as relacdes evolutivas dos grupos estudados, primeiro alinhamos
as sequencias de consenso usando o ClustalW (Thompson et al. 1994), implementado no
programa MEGA 7.0 (Kumar et. al 2016), seguido por inspecdo visual para ajustes finais.
As arvores filogenéticas foram geradas ultilizando a analise de méxima verossimilhanca
(ML) baseadas nos modelos evolutivos (definidos com o jModelTest, também
implementado no MEGA 7.0)Hasegawa-Kishino-Yano e Tamura 3-parametros. Os
valores de distancias genéeticas foram estimados através do modelo de substituicdo K2P

(Kimura - 2 parametros) usando o MEGA 7.0.

Analises Filogeogréficas

Os haplotipos foram identificados através da andlise de distribuigdo ultilizando o
programa DNAsp v.5 (Librado & Rozas 2009). Além disso, as redes de haplotipos foram
construidas no software PopArt (Leigh and Bryant 2015) usando o TCS Network.
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Usamos o software Arlequin 3.5 para obter os dados de dindmica populacional,
onde obtivemos resultados dos testes de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989), Fs de
Fu (Fu,1997), diversidade nucletidica () e haplotipica, bem como os indices de fixagdo

genética (OST).

Também com uso do Arlequim 3.5, a anélise de variancia molecular (AMOVA)
foi utilizada para testar hipoteses a priori relacionadas a variacdo genética dos grupos
alvo em relacdo a distribuicdo das cavernas de acordo com bacias e sub bacias
hidrograficas (Cirolanidae sp.n.1 e P. porakuara), afloramentos calcarios (K. troglobia)
e em margens opostas do rio Apodi-Mossord (para verificar se o rio € uma barreira
geogréfica para K. troglobia). A analise espacial de variancia molecular (SAMOVA)
(Dupanloup, Schneider, & Excoffier, 2002) foi usada para incorporar informacao
geografica a AMOVA, a fim de explorar possiveis padrdes de particionamento genético

ndo reconhecidos em toda a area analisada, buscando determinar o numero de linhagens.

Em funcdo do padrdo filogeografico encontrado para K. troglobia, foram
utilizadas outras abordagens de agrupamento para verificar a distribuicdo de grupos
genéticos: 1) 0 ABGD baseado em similaridade
(http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/abgdweb.html; modelo K2P); (2) analises
filogenéticas tradicionais utilizando méaxima verossimilhanca (ML, usando o MEGA 7.0
com o modelo HKY+G); e (3) o modelo coalescente multiespecifico no BPP
(http://abacus.gene.ucl.ac.uk/software/bppX1.2.2+bpp3.1-win-x86.tgz), para avaliar a
significancia estatistica dos grupos obtidos nas abordagens anteriores.

RESULTADOS

Com relacdo ao primeiro objetivo do plano de trabalho, dentre o material coletado
em cavernas do RN em trabalhos anteriores e depositado na Colecdo de Invertebrados
Subterraneos da UFLA (ISLA/CEBS/UFLA), obtivemos a doacdo de 192 especimes
distribuidas em pelo menos 21 ordens e 61 familias de invertebrados. Todo o material foi
depositado na colecdo de invertebrados marinhos da UFRN e esta disponivel para uso por

pesquisadores e instituigdes locais.

Foram obtidas 236 sequéncias parciais do gene mitocondrial Citocromo Oxidase
Subunidade | (COI), 66 de Cirolanidae sp.n.1, 13 de Cirolanidae sp.n.2, 50 de P.
porakuara e 107 de K. Trogldbia (com, respectivamente, 593, 593 e 659 pares de bases),

coletados em 9, 3, 10 e 18 cavernas, respectivamente. Houve estruturacdo génica distinta,
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com a identificacdo, respectivamente, de 31, 6, 18 e 19 haplétipos, variando desde
linhagens separadas por varios passos mutacionais e unicos de cada caverna (K. troglobia
e Cirolanidae sp.n.2), até linhagens diversificadas com haplétipos amplamente

compartilhados (Cirolanidae sp.n.1), com P. porakuara apresentando padrédo

intermediario (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 4. Distribuicdo geografica (A e D) de Cironalidae sp.n.1 (B) e de Cirolanidae sp.n.2 (E),
bem como as respectivas redes de haplétipos (C e F). Siglas das localidades de acordo com a
Tabela 1.
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Figura 5. Distribuicdo geografica (A) de P. porakuara (B), bem como a rede de haplétipos (C).
Siglas das localidades de acordo com a Tabela 1.
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Figura 6. Distribuicdo geografica (A) de K. troglobia (B), bem como a rede de haplétipos (C).

Siglas das localidades de acordo com a Tabela 1.
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Praticamente todas as cavernas com populagdes de Cirolanidae sp.n.1
apresentaram altos valores de diversidade génica, no entanto, com base nos testes de
neutralidade, ndo é possivel inferir tendéncias populacionais (expansdo ou retracdo
populacional) tendo em vista que os testes ndo apresentaram valores significativos
(Tabela 2). Tendo em vista o padrédo de forte estruturacdo em funcéo da total auséncia de
hapldtipos compartilhados para Cirolanidae sp.n.2, diversas analises (tais como indices
de diversidade populacional, testes de neutralidade, indices ®ST, AMOVA e SAMOVA)

ndo foram calculados para o grupo.

Tabela 2. indices de diversidade populacional e testes de neutralidade para Cirolanidae
sp.n.1. Ndimero de Sequéncias (N), de haplétipos (H), de sitios polimorficos (S),

diversidade génica (h) e nucleotidica (r). * p < 0.05.

Localidade Indices de diversidade das populagtes Testes de equilibrio mtDNA
N H S h n* 100 Fsde Fu Dde Tajima
APO 1 1 0 1.00 0.000 - 0.00
oDC 2 2 6 1.00 1.207 1.791 0.00000
CLG 5 5 9 1.00 0.645 -1.805 -0.855
FNV 7 2 1 0.285 0.048 -0.094 -1.006
PDL 10 7 15 0.866 0.537 -1.910 -1.864
CAG 12 7 12 0.863 0.753 -0.333 0.476
CBO 9 6 0.888 0.244 -3.088 -0.910
TLG 6 0.888 0.310 -2.410 -1.285
TRO 11 3 0.690 0.239 1.316 1.316
TOTAL 66 31 32 0.9506 0.7206 -1.17397 -18.73383*

As distancias genéticas médias entre os individuos de diferentes cavernas variou
drasticamente, o que ja era esperado em funcdo da analise de distribuicdo e das rede de
haplétipos. Para Cirolanidae sp.n.1 variou entre 0,3% e 1,2%, ja para Cirolanidae sp.n.2
as distancias foram de 2,1% entre as cavernas dos Trés Lagos e dos Crotes, ambas em
Felipe Guerra/RN, e acima de 9% entre estas duas e a caverna da Pedra Lisa (constituindo
uma provavel nova espécie), em Baraiina/RN (no PARNA da Furna Feia) (Tabela 2). As
distancias médias entre Cirolanidae sp.n.1 e Cirolanidae sp.n.2 foram sempre superiores
a 20%, corroborando a hipotese, baseada em morfologia, de que se trata de duas especies

distintas.

Os indices de fixagdo genética (®ST) corroboram os dados anteriores para
Cirolanidae sp.n.1, indicando um provavel fluxo génico amplo entre as diferentes

cavernas (Tabela 3). Valores altos de ®ST (préximos a 1) e significativos (p < 0.05)
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indicam fluxo génico restrito e estruturacdo populacional, ao passo que valores baixos

(proximos a zero) indicam existéncia de fluxo génico.

Tabela 3. Distancias genéticas (k2p) entre as sequéncias COIl dos individuos de
Cirolanidae sp.n.1 (linhas 1-9) e Cirolanidae sp.n.2 (linhas10-12) amostrados em cada

caverna (as cores indicam a localizagdo das cavernas na Figura 4).
5

1,0%
1,1% 0,8%

1,0% 0,7% 0,3%

0,7% 0,7% 1,0% 1,0%

09% 09% 1,1% 1,0% 0,7%

0,7% 0,7% 10% 11% 05% 0,7%

08% 08% 11% 11% 06% 08% 0,3%

09% 09% 12% 12% 06% 09% 03% 0,4%

25,6% 26,0% 25,4% 253% 258% 257% 259% 259% 25,7%
26,0% 26,4% 258% 257% 262% 26,1% 26,3% 26,3% 26,1% ;2,1%
225% 22,8% 22,3% 22,2% 22,7% 22,3% 22,7% 22,7% 22,7% ;9,4% 9,2%

Tabela 4. Valores de ®ST para as sequéncias COI (abaixo da diagonal) e distancia linear
(em km, acima da diagonal) entre as localidades de Cirolanidae sp.n.1. nas cavernas

amostradas. Siglas das cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
1.APO - 5,60 25.89 26.62 29.19 37.22 39.48 42.47 38.79
2.0DC  0.00000 - 29.05 29.97 32.87 41.43 4141 44.46 41.32
3.CLG  0.40625 0.06526 - 1.24 5.52 50.68 60.16 62.80 58.33
4.FNV  0.95349 0.66280* 0.05379 - 4.38 50.74 60.56 63.09 58.49
5.PDL  0.24868 0.06725 0.39140* 0.66013* - 49.86 60.89 63.36 58.66
6.CAG 0.19559 0.06375 0.32844* 0.54084* 0.11971 - 18.63 19.00 14.51
7.CBO 0.62500 0.38152 0.60461* 0.83311* 0.19702 0.29397* - 3.20 4.18
8TLG 0.59756 0.40984 0.59200* 0.81857* 0.23949 0.31429*  0.03467 - 4.92

9.TRO 0.72143 0.56717* 0.68768* 0.86472* 0.38041 0.41550* 0.22352 0.22660 -

A AMOVA indicou que a distribuicdo das cavernas de acordo com bacias ou sub
bacias hidrogréficas ndo explica a variacdo genética encontrada para Cirolanidae sp.n.1
(Tabela 5), o que é esperado tendo em vista 0s haplotipos compartilhados e demais
indicativos de fluxo génico (como os valores de ®ST) entre cavernas de diferentes bacias

hidrograficas.

O resultado da Analise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA) corrobora

este fluxo génico regional, com a indicacdo de apenas trés populacdes para Cirolanidae
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sp.n.1, sendo uma delas composta por localidades em toda a extens@o de ocorréncia do
grupo (ODC, PDL, CAG, CBO, TLG, TRO).

Tabela 5. Teste de andlise de variancia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da
variacdo genética observada nas sequéncias do COI de Cirolanidae sp.n.1 pode ser
explicada pela distribui¢do das cavernas em bacias e sub bacias hidrogréaficas. Sigla das

cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

. Entre Entre populagbes, Dentro das
Hipotese o QOcr
grupos dentro dos grupos populagGes
Bacia Hidrografica (TLG+CBO+TRO+CAG/
FNV+ODC+CLG+APO+PDL) 20.96 29.88 49.16 0.209
Sub Bacia Hidrografica (FNV+CLG+PDL/ 18.22 31.30 50.48 0.182

APO+0ODC/CAG+CBO+TLG+TRO)

Tabela 6. Teste de andlise espacial de variancia molecular (SAMOVA) para avaliar as
subdivisbes genéticas com diferentes nimeros de populacdes (K = 2-8; apenas o melhor
resultado é apresentado) para as sequéncias do COI de Cirolanidae sp.n.1. Abreviacoes

das cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

Ne° de Composicao Entre Entre populagdes, Dentro das
Taxon ~ Ocr p
grupos (K) dos grupos grupos  dentro dos grupos populagdes
ODC, PDL, CAG,
Cirolanid CBO,TLG, TRO 0.00489+
irolanidae * . -
sp.nd 3 48,27 14,62 37,11 0.48271 0.00000
CLG, FNV
APO

A figura 7 mostra a reconstrucdo filogenética a partir dos haplotipos de Cirolanidae sp.n.1
e Cirolanidae sp.n.2. E possivel observar dois clados principais bem definidos (com excego de
Lucayalana troglexuma, cuja sequéncia COI foi utilizada para enraizar a arvore) e com altos
valores de suporte de bootstrap, que representam os haplétipos de Cirolanidae sp.n.1 e Cirolanidae
sp.n.2. Neste ultimo, ainda é possivel verificar a separacao (também com altos valores de suporte)

entre as linhagens de cada caverna.
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Figura 7. Reconstrucéo filogenética a partir dos haplétipos de Cirolanidae sp.n.1 e Cirolanidae
sp.n.2 usando o método da Maxima Verossimilhanga, utilizando 100 réplicas de bootstrap

(valores de suporte ao lado dos ramos) e 0 modelo evolutivo HKY + G.
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P. porakuara ndo apresentou, de maneira geral, valores elevados de diversidade
génica. Da mesma forma que em Cirolanidae sp.n.1. ndo é possivel inferir tendéncias
populacionais (expanséo ou retracdo populacional) com base nos testes de neutralidade,

tendo em vista que os testes ndo apresentaram valores significativos (Tabela 7).

Para P. porakuara as distancias genéticas medias variaram de 0,3% a 6,8%, com
destaque para as populacdes na caverna do Olho d"Agua do Cedro, em Bara(na/RN
(disténcias acima de 1%), Furna Feia, também em Barauna/RN (distancias acima de 2%),
caverna dos Crotes, em Felipe Guerra/RN (distancias em torno de 2%) e no Olho d"Agua
da Onca, em Upanema/RN (distancias acima de 6%) (Tabela 3). A populagéo encontrada
no Olho d”Agua da Onca, em funcéo da distancia genética média (> 6%), provavelmente
se trata de uma nova espécie de Potiberaba (estudos morfologicos ja estdo em
andamento). Também no Olho d"Agua da Ongca foi encontrado o primeiro macho de
Potiberaba (Figura 7), fato bastante relevante pois até 0 momento sé haviam sido
coletadas fémeas provavelmente partenogenéticas.

Tabela 7. Indices de diversidade populacional e testes de neutralidade para P. porakuara.
NUmero de Sequéncias (N), de haplétipos (H), de sitios polimorficos (S), diversidade

génica (h) e nucleotidica (r). * p < 0.05.

Indices de diversidade das populagdes Testes de equilibrio mtDNA
Localidade N H S h n * 100 Fsde Fu Dde Tajima

FUF 11 1 0 0.000 0.000 0.000 0.000
oDC 2 2 1 1.000 0.170 0.000 0.000
ODF 6 3 4 0.600 0.227 0.296 -1.295
PFE 3 3 5 1.000 0.512 1.098 0.000
CAG 1 1 0 1.000 0.000 0.000 0.000
ODO 5 1 1 0.000 0.000 0.000 0.000
TRO 5 2 6 0.600 0.617 3.967 1.718
CRO 2 2 1 1.000 0.170 0.000 0.000
CBO 3 1 0 0.000 0.000 0.000 0.000
TLG 12 5 10 0.576 0.502 -0.154 -0.708

TOTAL 50 18 51 0.9020 2.258 0.59030 2.04645
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Tabela 8. Distancias genéticas (k2p) entre as sequéncias COI dos individuos de P.
porakuara amostrados em cada caverna (as cores indicam a localizag&o das cavernas na

Figura 5).

x> W s[Te s eNe
LFUF

2.0DC 2,6%
3.CBO | 29% 1,7%
2,5% 1,5% 0,4%
5.CRO 3,1% 2,1% 1,7% 1,6%
2,6% 1,3% 08% 0,7% 1,7%
7.0DF 26% 11% 14% 13% 1,9% 1,2%
8.PFE | 22% 1,1% 15% 13% 18% 12% 0,3%
23% 1,1% 16% 1,4% 2,0% 1,4% 0,3% 0,4%
6,8% 6,3% 6,2% 59% 6,5% 6,1% 6,2% 6,4% 6,2%

Os indices de fixagdo genética (®ST) corroboram o0s dados anteriores
(distribuicdo de haplétipos e distancias genéticas) para P.porakuara, indicando um
provavel fluxo génico restrito a algumas poucas cavernas proximas (caverna Boa e gruta
dos Trés Lagos, em Felipe Guerra, e Poco Feio e gruta do Olho d"Agua da Furna, em
Gov. Dix-Sept Rosado) (Tabela 9).

Tabela 9. Valores de ®ST para as sequéncias COI (abaixo da diagonal) e distancia linear
(em km, acima da diagonal) entre as localidades de P. porakuara nas cavernas

amostradas. Siglas das cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.TLG - 4.78 4.88 3.19 18.98 20.28 19.07 18.26 63.17  44.68
2.CRO 0.705* - 0.53 4.39 14.46 15.68 14.54 13.65 58.98  42.00
3.TRO 0.260* 0.686 - 4.15 14.53 15.71 14.61 13.65 58.63 41.48
4.CBO 0.110 0.947* 0.403 - 18.63 19.74 18.71 17.66 60.64  41.39
5.CAG 0.638 0.913 0.538 1.000 - 1.70 0.09 1.76 50.77 4147
6.0DF 0.680* 0.880* 0.651* 0.864 0.200 - 1.60 2.10 50.70 40.44
7.0D0 0.932* 0.994* 0.945* 1.000* 1.000 0.977* - 1.78 50.68 4144
8.PFE  0.620* 0.809* 0.514 0.823 -0.200 0.089 0.982* - 49.85 39.85
9.FUF  0.876* 0.993* 0.914* 1.000* 1.000 0.963* 1.000* 0.972* - 30.00

10.0DC 0.700* 0.916* 0.605* 0.947* 0.846 0.794* 0.994* 0.692* 0.992* -
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AMP-SP10-ODO-03
AMP-SP10-ODO-02

AMP-SP10-ODO-01

Figura 8. Individuos de P. porakuara coletados no Olho d”Agua da Onca, em Upanema/RN. Os
quadrados indicam a diferenca fenotipica no primeiro e segundo gnatépodo entre macho (verde)

e fémea (azul).

A AMOVA indicou que a distribui¢do das cavernas de acordo com sub bacias
explica 72,05% da variacdo genética encontrada em P. porakuara (&« = 0.72048; p <
0.05; Tabela 10), no entanto a distribuicdo das cavernas de acordo com bacias

hidrograficas ndo apresentou resultado significativo.

O resultado da Anéalise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA) corrobora
este fluxo génico restrito e local, com a indicagdo de apenas oito populagdes para P.
porakuara, sendo apenas duas delas formadas por mais de uma caverna (CBO e TLG;
ODF e PFE) (Tabela 11).
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Tabela 10. Teste de analise de variancia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da

variacdo genética observada nas sequéncias do COI de P.porakuara pode ser explicada

pela distribuicdo das cavernas em bacias e sub bacias hidrogréficas. Sigla das cavernas

conforme Tabela 1. * p < 0.05.

Entre
Hipbtese Entre populagées, Dentro tias Ocr
grupos dentro dos populagées
grupos
Bacia Hidrografica
(TLG+CRO+TRO+CBO+CAG+ODF+ODO+PFE/ 18.01 72.90 9.09 0.18008
FUF+ODC)
Sub bacias hid afi
ub bacias hidrograticas 72.05 20.52 7.43 0.72048*

(FUF/ODC/ODO/TLG+CRO+TRO+CBO+CAG+ODF+PFE)

Tabela 11. Teste de anélise espacial de variancia molecular (SAMOVA) para avaliar as

subdivisdes genéticas com diferentes numeros de populacdes (K = 2-9; apenas o melhor

resultado é apresentado) para as sequéncias do COI de P. porakuara. Abreviagdes das

cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

Entre
N° de - ~
Composi¢ao Entre populagdes, Dentro das
Taxon grupos o Ocr p
(K) dos grupos grupos dentro dos populagdes
grupos
OoDO
FUF
obDC
CBO, TLG 0.02835+-
*
P. porakuara 8 CRO 84.97 3.60 11.43 0.84969 0.00360
TRO
ODF, PFE
CAG

A figura 9 mostra a reconstrucao filogenética a partir dos haplétipos de P. porakuara. Tal

reconstrucdo confirma os resultados apresentados anteriormente, embora sem altos valores de

suporte de bootstrap. E possivel verificar alguns clados que incluem hapl6tipos das cavernas Boa

e Trés Lagos, em Felipe Guerra/RN, bem como entre as cavernas Olho d”Agua da Furna e Pogo

Feio, em Gov. Dix-Sept Rosado/RN. E possivel observar também as linhagens isoladas das

cavernas Furna Feia, Crotes, Olho d”Agua do Cedro e Olho d”Agua da Ongca (esta Gltima pode

representar uma nova espécie).
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— HAP9 TLG15
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0,020

Figura 9. Reconstrucdo filogenética a partir dos hapl6tipos de P. porakuara usando o método da
Maxima Verossimilhanca, utilizando 100 réplicas de bootstrap (valores de suporte ao lado dos

ramos) e o modelo evolutivo Tamura 3-parametros.

K. troglobia ndo apresentou, de maneira geral, valores elevados de diversidade
génica. Da mesma forma que em Cirolanidae sp.n.1. e P. porakuara ndo é possivel inferir
tendéncias populacionais (expansdo ou retracdo populacional) com base nos testes de

neutralidade, pois os mesmos ndo apresentaram valores significativos (Tabela 12).

29



Tabela 12. indices de diversidade populacional e testes de neutralidade para K. troglobia.
Numero de sequéncias (N), de haplétipos (H), de sitios polimorficos (S), diversidade

génica (h) e nucleotidica (r). * p < 0.05.

indices de diversidade das populagdes Testes de equilibrio mtDNA
Localidade N H S h n* 100 FsdeFu Dde Tajima
BPX 7 2 1 0.285 0.043 -0.0947 -1.006
PFO 8 1 0 0.00 0.00 0.00 0.00
SET 6 1 0 0.00 0.00 0.00000 0.00
ARA 7 1 0 0.00 0.00 0.00000 0.00
BOT 6 1 0 0.00 0.00 0.00000 0.00
CRO 5 2 1 0.400 6.08 0.090 -0.816
SUB 1 1 0 1.00 0.000 0.00 0.00
SN9 1 1 0 1.00 0.000 0.00 0.00
BRD 9 2 3 0.222 0.101 1.317 -1.512
RUM 8 1 0 0.000 0.000 0.00 0.00
URT 2 2 1 1.00 0.152 0.00 0.00
RAP 2 2 1 1.00 0.152 0.00 0.00
LAI 7 3 2 0.666 0.130 -0.237 0.206
CDS 7 1 0 0.000 0.000 0.00 0.000
MOS 5 2 1 0.600 0.091 0.626 1.224
LPE 6 1 0 0.000 0.000 0.00 0.00
TRO 12 1 0 0.000 0.000 0.00 0.00
DBT 8 1 0 0.000 0.000 0.00 0.00
TOTAL 107 19 144  0.9249 7.1274 2.35168 36.73680

As distancias genéticas médias para K. troglobia variaram de 0 a 16,96% (Tabela
13), e os valores de ®ST apontam o isolamento de populagdes (linhagens) em cavernas
Unicas ou pequenos agrupamentos de cavernas proximas (em afloramentos calcarios
localmente conhecidos como lajedos). Tais resultados apontam uma estruturacao
populacional extrema e que, preliminarmente, K. troglobia pode ser na verdade um

complexo com pelo menos sete espécies — uma em cada afloramento calcério.
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Tabela 13. Distancias genéticas (k2p) entre as sequéncias COI dos individuos de K. troglobia amostrados em cada caverna (as cores indicam a

localizagéo das cavernas na Figura 6).

1 2

1.BPX
2.PFE 1,11%
3,24%
4,06%
3,88% 4,08%
3,22% 3,59%
16,96% 16,48%
16,96% 16,48%
12,69%12,72%
14,04% 14,07%
12,49% 11,83%
12,49% 11,83%
12,44% 11,79%
12,37%12,18%
12,75%12,08%
12,60% 11,95%
3,36% 3,73%
3,36% 3,73%

3,73%
4,26%

7.SUB

14.CDS

1,40%
1,24% 0,15%
3,94% 4,29% 4,12%
16,48% 16,22%16,48%
16,48% 16,22%16,48%
12,72% 13,42%13,19%
14,07% 14,31%14,56%
13,23% 13,70%13,46%
13,23% 13,70%13,46%
13,18% 13,24%13,01%
13,11% 13,11%13,34%
13,49% 13,49%13,25%
13,34% 13,34%13,11%
4,08% 4,44% 4,26%
4,08% 4,44% 4,26%

15,50%
15,50%
12,23%
13,15%
11,34%

0,00%

7,81% 7,81%

741% 7,41% 1,51%

13,75% 13,75% 11,41% 12,35%
11,34% 13,75% 13,75% 11,41% 12,35%
11,29% 13,43% 13,43% 11,49% 12,44%
11,68% 14,35% 14,35% 12,43% 12,47%
11,59% 13,54% 13,54% 11,66% 12,61% 0,32% 0,32% 0,20% 3,16%

11,45% 13,40% 13,40% 11,52% 12,47% 0,23% 0,23% 0,11% 3,06% 0,09%

0,18% 15,80% 15,80% 12,51% 13,43% 11,61% 11,61% 11,56% 11,95% 11,86% 11,72%

0,18% 15,80% 15,80% 12,51% 13,43% 11,61% 11,61% 11,56% 11,95% 11,86% 11,72% 0,00%

0,08%
0,29%
2,97%

0,29%

297% 3,13%
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Tabela 14. Valores de ®ST para as sequéncias COI (abaixo da diagonal) e distancia linear (em km, acima da diagonal) entre as localidades de K.

troglobia nas cavernas amostradas. Siglas das cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1.CRO - 051 082 331 275 411 404 286 260 595 578 323 1397 13.65 16.80 1451 0.87 211
2.TRO 0.905* - 083 3.03 247 38 378 259 251 592 581 330 1391 13.65 17.32 1458 138 2.64
3.DBT 0.874* 0.000 - 256 213 335 329 213 179 6.72 658 403 1471 1444 1723 1533 150 2.29
4.1A1 0.989* 0.995* 0.993* - 056 08 076 044 127 869 865 625 16.66 16.39 1948 1747 4.07 4.60
5.URT 0.991* 0.998* 0.998* 0.539* - 140 131 012 099 819 813 570 16.18 1591 19.00 1695 3.52 4.10
6. MOS 0.992* 0.997* 0.996* 0.433* 0.668 - 013 127 177 953 951 7.09 1752 1725 19.96 1832 4.84 521
7.LPE  0.997* 1.00* 1.00* 0.370* 0.877 0.538 - 120 177 944 942 701 1739 17.14 19.95 1821 480 518
8.RAP  0.991* 0.998* 0.998* 0.539* -1.00 0.668* 0.877* - 102 828 826 582 16.27 16.03 19.08 17.06 3.63 4.19
9.CDS 0.997* 1.00* 1.00* 0.977* 0.992* 0.987* 1.00* 0.992* - 843 832 579 1643 16.18 1822 17.12 322 3.45
10.BOT 0.992* 1.00* 1.00* 0.993 0.992* 0.996* 1.00* 0.997 1.00* - 058 278 802 773 1708 880 6.64 6.95
11. ARA 0.993* 1.00* 1.00* 0.993* 0.998* 0.996* 1.00* 0.998* 1.00* 1.00* - 257 816 7.87 1652 884 552 6.64
12.SET 0.992* 1.00* 1.00* 0.993* 0.997* 0.996* 1.00* 0.997* 1.00* 1.00* 1.00* - 10.71 10.43 17.27 11.33 3.03 4.42
13.BPX 0.983* 0.99* 0.993* 0.991* 0.994* 0.993* 0.997* 0.994* 0.997* 0.993* 0.994* 0.992* - 0.36 19.62 1.88 13.67 14.61
14.PFO 0.993* 1.00* 1.00* 0.993* 0.998* 0.996* 1.00* 0.998* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.981* - 19.29 1.80 13.39 14.30
15.SN9 0995 100 100 0988 098 0991 100 098 100 1.00 100 1.00 0.996 1.00 - 1845 1590 14.93
16.SUB 0995 100 100 0988 098 0991 100 0986 100 1.00 100 1.00 0.99 1.00 0.00 - 14.18 15.00
17.RUM 0.997* 1.00* 1.00* 0.994* 0.998* 0.996* 1.00* 0.998* 1.00* 1.00* 1.00* 1.00* 0.998* 1.00* 1.00 1.00 - 151
18.BRD 0.991* 0.995* 0.994* 0.988* 0.988* 0.989* 0.993* 0.988* 0.994* 0.994* 0.99* 0.994* 0.992* 0.994* 0.985 0.985 0.963* -
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Apesar da forte estruturacéo das populagdes, os valores significativos da AMOVA
(OCT = 0.946, p<0.05) sustentam a hipotese, a priori, de que o0 agrupamento das cavernas
em afloramentos é responsavel pela variacdo genética observada (explica 94.67% da
variacdo) (Tabela 15). Da mesma forma, a AMOVA também valida a hipdtese de que o
rio Apodi-Mossord é uma barreira geogréafica (dCT = 0.486, p<0.05), explicando 48.61%

da variagdo genética observada.

De forma semelhante, o melhor cenario indicado pela SAMOVA (maior OCT e
valor de p mais significativo) aponta que o particionamento em 12 populagdes explica
98.62% da variacao genética (OCT = 0.98623, p=0; Tabela 16).

Tabela 15. Teste de analise de variancia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da
variacdo genética observada nas sequéncias do COI de K. troglobia pode ser explicada
pela distribuicdo das cavernas em margens opostas do rio Apodi-Mossor6 e em

afloramentos calcarios (lajedos). Sigla das cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

L, Entre Entre populagdes, Dentro das
Hipétese o QOcr
grupos  dentro dos grupos populagGes
Barreira geografica (rio Apodi-Mossord)
(TLG+CRO+TRO+CBO+CAG+0ODF+ODO+PFE/ FUF+ODC) 48.61 51.12 0.27 0.486*
Lajedos
(CRO+TRO+DBT/ LAI+LPE+MOS+RAP+URT/ 94.67 4.96 0.37 0.946*

CDS/RUM/BRD/ARA+BOT+SET/BPX+PFE/SN9+SUB)
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Tabela 16. Teste de andlise espacial de variancia molecular (SAMOVA) para avaliar as
subdivisdes genéticas com diferentes nimeros de populagdes (K = 2-18; apenas o melhor
resultado é apresentado) para as sequéncias do COI de K. troglobia. AbreviacGes das

cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

Entre

o - ~
N° de grupos  Composicdo Entre grupos populagGes, Dentro t:J‘as
(K) dos grupos dentro dos populag¢des

grupos

Taxon

CDS
TRO, CRO, DBT
ARA
BOT
RUM
BRD
K. troglobia 12 SET 98.62 0.99 0.38 0.98623*

PFE
BPX
LIE, MOS, LAI,
RAP, URT
BOT
SN9, SUB

0.00000+-
0.00000

Diante deste cenario foram utilizadas outras abordagens de agrupamento para
verificar a distribuicdo de grupos genéticos e analise ABGD indicou sete grupos bem
delimitados dentro de K. troglobia, considerando o intervalo de distancias genéticas de
0-16,9%, cada um correspondendo a um afloramento calcario individual. A arvore ML
apresentou altos valores de sustentacdo nos sete principais clados apresentados,
correspondendo aos clusters ABGD (Figura 8). Além disso, a analise do BPP apoiou
fortemente a divisdo de K. troglobia em sete espécies (99,6%), todas apresentando

probabilidades posteriores individuais muito altas (entre 99,8-100%).
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Figura 10. Reconstrucdo filogenética a partir dos haplotipos de K. troglobia usando o
método da Méxima Verossimilhanca, utilizando 100 réplicas de bootstrap (valores de

suporte ao lado dos ramos) e 0 modelo evolutivo HKY + G. Ha ainda indicacao dos cluster



DISCUSSAO E CONCLUSAO

Entender a estruturagdo populacional através de estudos moleculares é uma das
etapas mais importantes da genética para conservagdo, onde a aplicagdo desta abordagem
apresenta-se significativamente relevante para protecao das populacGes de varias espécies
(Cava & Cunha 2007). Mas para a genética, entender o que € uma populacdo tem sido um
assunto complexo. Entretanto, os conceitos mais usados nesta area sdo os de unidades
evolutivamente significativas (“Evolutionarily Significant Unit”, ESU; Ryder, 1986) e de
Unidades de Manejo (“Management Unit”, MU; Moritz,1994). A primeira ¢ identificada
através dos padrdes de monofiletismo entre as linhagens, enquanto que para a delimitagédo
da segunda, verifica-se as diferencas quantitativas (ex. frequéncias alélicas) (Moritz,
1994). As populagdes aqui estudadas podem ser classificadas como UM, pois os dados
obtidos estdo mais proximos do presente demografico das espécies.

De maneira geral, populagdes naturais ndo mantém panmixia, o que significa dizer
que a probabilidade de cruzamento entre dois individuos quaisquer da mesma populacao
ndo é sempre a mesma, pois existem fatores limitantes como os biolégicos e geograficos
(Cava & Cunha 2007). Os fatores limitantes sdo inumeros e complexos (Whrigth, 1978;
Lewontin, 1985). Entre eles, para 0s nossos resultados atentamos principalmente para a
biologia das espécies, onde verifica-se que a dispersao é limitada em funcdo da distancia
geogréfica e/ou da indisponibilidade de habitat (continuidade do ambiente subterraneo).
Isto relaciona-se diretamente ao modelo de estruturacdo de isolamento por distancia
proposto por Whrigth (1978).

Neste sentido, a auséncia de panmixia provocara a divisdo das populaces em
subpopulacbes, 0 que caracteriza a estruturagdo populacional. Como consequéncia,
mutacdes irdo surgir, mas irdo levar bastante tempo para atingir toda a populacdo. Além
disso, o endocruzamento local diminuira a variabilidade genética. Isto torna-se valido
para trés dos quatro grupos estudados (ver rede de haplétipos, indices genéticos e valores
de AMOVA e SAMOVA). Mas cabe-se ressaltar que estes fatores irdo variar de acordo
com tamanho populacional e as diferencas ambientais encontradas na faixa de
distribuicdo dos grupos (Cava e Cunha, 2009).

Ambientes aquaticos subterraneos geralmente tém ampla conectividade em
extensas areas se comparados a habitats carsticos terrestres, ja que a conectividade
hidroldgica permite grande potencial de dispersdo e, portanto, geralmente uma
distribuicdo mais ampla (Culver et al., 2009). Encontramos tal padrdo neste trabalho

principalmente para Cirolanidae sp.n.1, com populacdes amplamente distribuidas em
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praticamente toda a extensdo de ocorréncia da espécie. No entanto, tal padrao parece ser
espécie-especifico pois o inverso (populacdes fortemente estruturadas e linhagens
exclusivas de cada caverna) foi encontrado para Cirolanidae sp.n.2. No caso de P.
porakuara, com um padrdo intermediario e fluxo génico local, a distribuicdo pode ser
explicada pela estratégia dos Amphipoda de manter a prole em uma bolsa ventral e ndo
possuirem uma fase larval de dispersdo (Myers & Lowry 2009).

Assim como para Cirolanidae sp.n.2, um padrdo extremo de estruturacdo
populacional foi encontrado para K. Troglobia, que pode ser explicado em fungdo da
existéncia de barreiras geograficas, como o rio Apodi-Mossord, que limitam a capacidade
dos dispersores alcancarem toda a distancia da distribuicdo da espécie, conforme o
modelo de isolamento por distancia (Whrigth, 1978; Avise 2004).

Ja na descricdo de K. troglobia foram identificadas pequenas variacdes na
morfologia genital masculina entre individuos de diferentes cavernas que podem ser
indicios de especiagdo (Hoch & Ferreira 2013). Como a extensdo do sistema de micro e
mesocavernas na regido € desconhecida e padrBes locais de precipitacdo devem ter
alguma influéncia na distribuicdo do habitat, a distribuicdo das linhagens de K. troglobia
pode estar relacionada a eventos climaticos pretéritos, com dispersdo em periodos mais
umidos e posterior isolamento de populag¢fes ancestrais no ambiente subterraneo com o
estabelecimento de climas mais secos. De fato, a origem do mosaico geobotanico
brasileiro é resultado da expansdo e retracdo das florestas, cerrados e caatingas,
provocadas pela alternancia de climas idmidos e secos nas regides tropicais durante 0s
periodos glaciais do Quaternario (Conti & Furlan 2003). H& indicios de que a distribuicdo
de florestas tropicais no Nordeste foi afetada por tais episodios e de que a expansao
florestal durante periodos umidos abriu corredores florestais entre a Amazdnia e a Mata
Atlantica que avancaram sobre a Caatinga (Wang et al. 2004). Estudos de paleoclima
indicam tais alternancias climéaticas no Nordeste desde meados do pleistoceno até o
presente (Cruz et al. 2009, Wang et al. 2004), inclusive com indicios de que houve
diminuicdo abrupta nas precipitacdes na area deste estudo durante a transicdo do meio
para o final do Holoceno (entre 5000 e 4200 anos atras) (Cruz et al. 2009).

Embora resultantes de analises de locus Unico, os dados apresentados revelaram
divergéncias notavelmente altas entre os principais agrupamentos genéticos de K.
troglobia, indicando sua separacdo em seis espécies distintas. A analise de sequéncias de
cddigos de barras de DNA com técnicas variadas de reconhecimento de clusters fornece

uma abordagem eficiente para o reconhecimento de espécies putativas (unidades
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taxonémicas operacionais, OTUs), além de acelerar e melhorar os fluxos de trabalho
taxondmicos ao expor espécies cripticas e diminuir o risco de sinonimia, fornecendo uma
ferramenta valiosa para estabelecer uma compreensédo bésica dos limites das espécies que
pode ser validada com estudos subsequentes (Kekkonen & Hebert 2014).

Tal padrdo extremo de estruturacdo, levando muitas vezes a complexos de
espécies, € comum em espécies trogldbias, que geralmente apresentam distribuicdo
geogréfica restrita e altos niveis de endemismos em todas as escalas de avaliacdo (Gibert
& Deharveng 2002). Uma das hipdteses mais adotadas para explicar este padrédo € a dos
relictos climaticos, segundo a qual as mudangas paleocliméticas de longo prazo estdo
entre os fatores mais importantes que levaram as populacdes de invertebrados epigeos a
colonizar os habitats subterraneos, causando seu isolamento e moldando seus padrdes de
distribuicdo atuais principalmente em funcdo das adaptacbes ao meio hipogénico
(troglomorfismos, que levam, entre outras coisas, a uma menor tolerancia fisioldgica),
que diminuem a capacidade de dispersédo através de habitats ndo subterraneos (Culver &
Pipan 2010). Tais troglomorfismos, inclusive, tendem a dificultar a identificagdo de
espécies cripticas pois as semelhancas na morfologia de diferentes espécies cavernicolas
tém sido frequentemente interpretadas como exemplos de evolucdo convergente para
pressdes ecologicas similares. Nestes casos, a utilizagdo de ferramentas moleculares,
preferencialmente associadas de forma integrativa a morfologia, é essencial para a
compreensdo da diversidade e distribuicdo de linhagens cavernicolas (Xu et al. 2015).

E isto ndo é valido apenas para K. troglobia. Baseando-se em comparacdes de
sequencias do gene da enzima citocromo oxidase | (COI, o mesmo aqui utilizado) de
varias espécies, o Consoércio Barcode of Life (CBol) atribui o valor de 3% a 4% para
indicar novas espécies. Estes valores sdo tidos como base para solucionar hipdteses e
descricdo dos taxons. Os valores de distancia genética encontrados para 0s quatro grupos
estdo sustentados pelos resultados filogenéticos. No caso das espécies dos cirolanideos,
as distancias genéticas encontradas explicam a divisao das linhagens em dois grupos que
correspondem a sp.n.1 e sp,n.2, incluindo ainda uma provavel nova espécie para
cirolanidae sp.n.2 na caverna da Pedra Lisa (PDL), no Parque Nacional da Furna Feia.
Sob a mesma observagao, identificamos que a populacao do olho d’agua da Onga (ODO)
em Upanema/RN, apresenta fortes indicios de uma nova espécie para o0 género

Potiberaba.
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A regido oeste da Formacao Jandaira € uma das mais relevantes do ponto de vista
bioespeleoldgico no Brasil, com riqueza e diversidade comparaveis as demais regifes
carsticas brasileiras. Destaca-se pela quantidade e concentracdo de espécies troglobias,
incluindo os Unicos relictos oceanicos no pais, resultado de uma combinacdo Unica no
Brasil com a presenca de um aquifero carstico em uma regido atualmente semiarida
marcada por mudancas climaticas no Quaternario e por transgressdes e regressoes

oceanicas no Paleoceno e Mioceno.

Além disso, o elevado nivel de endemismo da maioria das linhagens dos grupos
alvo tem um desdobramento importante ndo s6 para a conservagdo, mas também em
relacdo a aplicacao da atual legislacdo que trata do patriménio espeleolégico (Brasil 2008,
MMA 2017). Tal legislacdo prevé que cavernas com ocorréncia de troglobios raros,
endémicos ou relictos devem ser incluidas como de méaxima relevancia, o que

impossibilita impactos negativos irreversiveis.

Apesar da recente criacdo de uma Unidade de Conservacao com foco na protecédo
de uma importante concentracdo de cavernas da area de estudo, o Parque Nacional da
Furna Feia (Brasil 2012), a area carstica dos municipios de Felipe Guerra, Governador
Dix-Sept Rosado e Upanema permanece fora de areas protegidas. Os resultados aqui
apresentados, aliados a crescente pressao as areas de ocorréncia de cavernas em funcgédo
de atividades como mineracao, exploracdo de petroleo e agricultura irrigada (inclusive
com utilizacdo de agua do aquifero Jandaira), denotam a necessidade urgente de agdes
voltadas a criacdo de uma Unidade de Conservagdo na area, como a proposta de criagao
da Area de Protecdo Ambiental Pedra de Abelha (Bento et al. 2015).
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RECOMENDACOES PARA O MANEJO

Embora as avaliagcbes acerca do status de conservacdo de P. porakuara e K.
troglobia ainda estejam em andamento no ciclo atual, o resultado p6s oficina de validacéo
indica que P. porakuara é vulneravel a extingdo (VU), e K. trogldbia enquadra-se na
categoria em perigo (EN). As espécies de cirolanideos ndo foram avaliadas, pois estas
ainda n&o se encontram oficialmente descritas. E importante destacar que os resultados
aqui encontrados devem contribuir em futuros ciclos de avaliacdo do status de
conservacao de tais espécies.

Com o objetivo de proteger um importante remanescente de Caatinga com grande
concentracdo de cavernas, a area que compreende os municipios Gov. Dix-Sept Rosado,
Felipe Guerra e Caraubas, no oeste do RN, é alvo da proposta de criacdo da Area de
Protecdo Ambiental Pedra de Abelha (Bento et al. 2015). A proposta visa principalmente
proteger os ambientes superficiais e subterraneos e, neste sentido, propomos a ampliagdo
da proposta da APA para regido amostrada do municipio de Upanema, principalmente
pelo fato de recentes estudos evidenciarem grande relevancia da area para o patriménio
espeleoldgico (Bento et. al. 2017). Além disso, as novas ocorréncias de P. porakuara -
em especial uma provavel nova espécie e o primeiro registro de um macho do género —
levantam o alerta para novas investigagdes a fim de conhecer melhor a biologia da espécie
e tornar efetiva a protecdo da diversidade carstica da area.

Além do potencial cientifico e dos diversos servi¢cos ambientais prestados pelos
ecossistemas subterraneos, Varias cavernas possuem potencial para uso turistico
ecoldgico, cultural, religioso e/ou de aventura. Isto torna-se particularmente valido para
o Parque Nacional da Furna Feia (PNFF), considerada a terceira unidade de conservacgédo
federal de protecdo integral com maior nimero de cavernas no Brasil (CANIE/CECAV).

Os estudos prévios realizados até 0 momento apontam o aproveitamento inicial do
potencial turistico de trés cavernas no PNFF: A Furna Feia (FUF), a Furna Nova (FNV)
e 0 Abrigo do Letreiro. Os resultados deste trabalho apontam para a fragilidade dos niveis
inferiores da Furna Nova e da Furna Feia, em funcdo da presenca de linhagens endémicas
dos grupos alvo, de forma que as atividades turisticas ndo sdo recomendadas em tais
niveis. O mesmo € valido para as cavernas da Pedra Lisa (PDL) e do Lago (CLG), que

ainda ndo tém estudos de potencial para espeleoturismo.
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