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Resumo

Cavernas sdo caracterizadas como ambientes oligotrdficos, extremos e incapazes de abrigar uma fauna
diversificada, mas sabe-se atualmente que areas carsticas podem exibir consideravel diversidade subterranea.
Atualmente sdo reconhecidos 38 hotspots de biodiversidade subterranea, somente dois no Brasil. O Oeste
Potiguar se destaca pela riqueza de trogldbios, com grande concentracdo em um afloramento calcério, o
lajedo do Roséario em Felipe Guerra. A distribuicdo de alguns trogldbios, particularmente Kinnapotiguara
troglobia, em diferentes cavernas no afloramento pode indicar conectividade bioldgica e continuidade do
habitat subterraneo. Este estudo objetiva apresentar a diversidade da fauna troglébia do lajedo do Rosario e,
com base na distribuicdo de haplétipos do gene COI de K. troglobia comprovar, utilizando analises
filogeogréficas, a hipdtese de que é um habitat subterrdneo continuo e um hotspot de biodiversidade
subterranea. Foram registradas 23 espécies troglobias em 9 cavernas no afloramento. Sequéncias parciais do
COI com 608 pb foram obtidas de 83 individuos e identificamos 9 haplétipos separados por varias mutacoes
Unicas de cada caverna, a excecdo de um haplétipo compartilhado entre 3 cavernas no lajedo do Roséario. As
distancias genéticas variaram de 0 (cavernas no lajedo do Rosério) a 15%, indicando alta estruturacdo
populacional decorrente de longo isolamento, podendo se tratar de um complexo de espécies. Os valores de
®sr apontam o isolamento de populagbes (ou linhagens) em cada caverna, exceto no lajedo do Rosario.
Testes de variancia molecular (AMOVA e SAMOVA) indicaram que a variacdo genética é explicada pela
distribuicdo das cavernas nos lajedos. Os resultados indicam fluxo de individuos/genético de K. troglobia
entre cavernas e 0 lajedo do Roséario pode ser considerado um hostpot de biodiversidade subterranea. Estes
resultados, aliados a crescente pressao em funcéo de atividades antrdpicas, denotam a necessidade urgente de
criacdo de uma UC na area.

Palavras-Chave: filogeografia; trogldbios; Caatinga; Codigo de Barras de DNA; Kinnapotiguara troglobia.

Abstract

Caves are characterized as oligotrophic environments, extreme and incapable of harboring a diverse fauna,
but it is now known that karst areas may exhibit considerable underground diversity. Currently, 38 hotspots
of underground biodiversity are recognized, only two in Brazil. The West Potiguar stands out for the
richness of troglobitess, with great concentration in a limestone outcrop, the lajedo do Rosario in Felipe
Guerra. The distribution of some troglobites, particularly Kinnapotiguara troglobia, in different caves in the
outcrop may indicate biological connectivity and continuity of the subterranean habitat. This study aims to
present the diversity of the troglobite fauna of the lajedo do Rosario, based on the distribution of haplotypes
of the COI gene of K. troglobia, to prove, using phylogeographic analyzes, the hypothesis that it is a
continuous underground habitat and a hotspot of underground biodiversity. 23 troglobite species were
recorded in 9 caves in the outcrop. Partial COI sequences with 608 bp were obtained from 83 individuals
and we identified 9 haplotypes separated by several single mutations from each cave, except for one
haplotype shared between 3 caves in the lajedo do Rosario. Genetic distances ranged from 0 (caves in the
lajedo do Rosario) to 15%, indicating a high population structure due to long isolation, which may be a
complex of species. The values of ®sr indicate the isolation of populations (or lineages) in each cave, except
in the lajedo do Rosario. Tests of molecular variance (AMOVA and SAMOVA) indicated that the genetic
variation is explained by the distribution of the caves in the outcrops. The results indicate individual /
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genetic flow of K. troglobia between caves and the lajedo do Rosario can be considered a hotspot of
subterranean biodiversity. These results, together with the increasing pressure due to anthropic activities,
indicate the urgent need to create a Conservation Unit in the area.

Keywords: phylogeography; troglobites; Caatinga; DNA barcoding; Kinnapotiguara troglobia.

1. INTRODUCAO

Os ambientes subterrdneos sdo sistemas
sujeitos a intercaAmbios nas condi¢Bes atmosféricas,
recursos alimentares e fauna, com o0s 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
aldctones secundarios e, raramente, quimiossintese e
crescimento de raizes que atingem 0s sistemas
subterraneos (Howarth 1983, Ferreira et al. 2007,
Schneider et al. 2011, Souza-Silva et al. 2012).
Assim, as cavernas sdao comumente ambientes
oligotroficos, ja que as vias de importacdo
geralmente ndo sdo eficientes e tendem a ndo

transportar grandes quantidades de recursos
regularmente, de forma que 0s organismos que
vivem no meio hipdgeo devem apresentar
adaptacoes morfologicas, fisioldgicas e

comportamentais, geralmente ligadas as limitacdes
fisicas e a disponibilidade de recursos alimentares
(Culver 1982, Holsinger & Culver 1988, Culver &
Pipan 2009).

Em funcdo destas limitacbes, 0s
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 sistemas carsticos 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, 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 dia
(trogloxenos) ou completar seu ciclo de vida dentro
ou fora das cavernas (troglofilos). Entretanto,
algumas espécies ndo ocorrem em habitats epigeos,
apresentado especializagBes para a vida exclusiva
em cavernas (troglébios) (Culver 2001, Christiansen
2005, Culver & Pipan 2009).

No intuito de indicar areas de grande
relevancia bioespeleoldgica, Culver e Sket (2000)
introduziram o0 conceito de hotspots de
biodiversidade subterrdnea — cavernas ou sistemas

de cavernas com 20 ou mais espécies trogldbias — e
identificaram 20 localidades que atenderam ao
critério. Posteriormente, Culver e Pipan (2009)
identificaram outros 16 hotspots, no entanto nenhum
havia sido identificado na regido neotropical até
Souza-Silva & Ferreira (2016) inserirem a Toca do
Gongalo (Bahia) e o Sistema Areias (Sdo Paulo) na
seleta lista. Diversos outros hotspots podem existir
no Brasil tendo em vista que o0s habitats
subterraneos tropicais ndo sdo tdo bem estudados
como os temperados e a maioria dos esforcos de
amostragem encontram-se concentrados em poucas
regibes do pais (Souza-Silva & Ferreira 2016,
Souza-Silva et al. 2015, Souza et al. 2017, Trajano
& Bichuette 2010).

A grande heterogeneidade ambiental do
bioma Caatinga e a singularidade de alguns de seus
ambientes permitem prever uma rica fauna de
invertebrados, com muitas espécies endémicas
(Bento 2011). Entretanto, a escassez de estudos tem
mantido a incerteza da real diversidade para o bioma
e, apesar de alguns trabalhos com foco em
invertebrados  terem sido  conduzidos em
ecossistemas de superficie (Aradjo et al. 2010, Leal
et al. 2010, Vasconcellos et al. 2010), a fauna
subterrdnea e as condicbes e recursos que
determinam esta biodiversidade ainda permanecem
guase que totalmente negligenciadas (Ferreira et al.
2010). Trata-se, portanto, de 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 o Gnico bioma
exclusivamente brasileiro, o que significa que
grande parte do patriménio biolégico dessa regido
ndo é encontrada em outro lugar do mundo, exceto
no nordeste do Brasil (Silva et al. 2004).

Estudos recentes, no entanto, tém apontado
grande relevancia bioespeleoldgica de algumas areas
carsticas na Caatinga, como as regifes de Campo
Formoso (Souza-Silva & Ferreira 2016), Chapada
Diamantina (Galldo & Bichuette 2015) e Serra do
Ramalho (Trajano et al. 2016), na Bahia, e o0 Oeste
do Rio Grande do Norte (Ferreira et al. 2010, Bento
2011, Bento et al. 2016).

O Oeste Potiguar se destaca pela riqueza de
espécies  trogldbias, incluindo as  (nicas
consideradas relictos oceanicos no pais, resultado de
uma combinag&o Unica no Brasil com a presenca de
um aquifero cérstico em uma regido atualmente
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semiarida marcada por mudancas climaticas no
Quaternario e por transgressdes e regressdes
oceédnicas no Paleoceno e Mioceno (Bento 2011,
Bezerra et al. 2003, Cruz et al. 2009, Ferreira et al.
2010, Rosseti et al. 2013, Wang et al. 2004).

Parte consideravel desta riqueza encontra-se
em um Unico afloramento calcério, o lajedo do
Rosario no municipio de Felipe Guerra. Este
afloramento possui a maior concentracdo de
cavernas da regido (73) e pelo menos cinco espécies
trogldbias ocorrem em duas ou mais cavernas em
areas distintas no afloramento — o que pode indicar a
existéncia de conectividade subterranea, fato que
possibilitaria considerar o lajedo do Rosario como
um sistema de cavernas, um habitat subterraneo
continuo.

Dentre as espécies trogldbias do lajedo do
Rosario estd Kinnapotiguara troglobia Hoch &
Ferreira, 2013 (Hemiptera:  Fulgoromorpha:
Kinnaridae), com ocorréncia registrada até o
momento em cinco cavernas distribuidas por toda a
extensdo do afloramento. A espécie é registrada em
outras dez cavernas nos municipios vizinhos de
Felipe Guerra e Governador Dix-Sept Rosado, em
uma area relativamente grande de 130 km? Tal
distribuicdo poderia ser explicada pela possivel
existéncia de conectividade entre as cavernas da
regido, que seria mantida por um sistema de micro e
mesocavernas, de certa forma semelhante ao MSS
(meio subterrdneo superficial), permitindo a
dispersdo subterrdnea e mantendo o fluxo génico
entre as populacdes como observado para varias
espécies trogldbias em diferentes regibes do mundo
(Hoch & Ferreira 2013, Juberthie et al. 1980,
Juberthie 2000, Racovitza 1983).

Neste contexto, o presente trabalho tem por
objetivo apresentar a diversidade da fauna troglébia
do lajedo do Rosério, em Felipe Guerra/RN. Além
disto, com base na distribuigdo das populagdes de K.

troglobia, objetiva  comprovar, utilizando
ferramentas moleculares e andlises filogeograficas, a
hipétese de que o lajedo do Roséario é

funcionalmente um habitat subterraneo continuo e
deve ser considerado um hotspot de biodiversidade
subterranea.

2. METODOLOGIA
Area de Estudo

O Lajedo do Rosario esta localizado na
margem esquerda do rio Apodi-Mossord, nas
proximidades do Distrito de Passagem Funda e a 9
km a nordeste da sede do Municipio de Felipe
Guerra. O afloramento tem em torno de 1,5 km de

extensdo (no sentido NE-SW) e 500 m (no sentido
N-S) de largura, ocupando uma area de apenas 0,7
km? (Carneiro et al. 2015). E um afloramento
calcario do Grupo Apodi/Formagdo Jandaira, que é
a mais extensa area de afloramento de carbonatos
fanerozoicos do Brasil, cujas rochas constituem uma
rampa carbonatica que aflora em praticamente toda
a porgdo emersa da Bacia Potiguar incluindo a
porcéo norte do Rio Grande do Norte e Nordeste do
Ceara. Esta rampa foi submetida, durante e apds sua
deposicdo, a diversos episddios de soerguimento
provocando exposicdo subaérea e erosdo que
resultaram em intensa carstificagdo e dissolucao
(Bertani et al. 1990; Bezerra et al. 2007).

Levantamento da fauna troglébia

O levantamento da fauna troglébia do lajedo
do Rosario foi realizado a partir da literatura
publicada (Ferreira et al. 2010, Bento 2011, Hoch &
Ferreira 2013, Azara & Ferreira 2014, Leal-Zanchet
et al. 2014, Bento et al. 2016). Os dados das
cavernas onde houve inventario bioespeleoldgicos
estdo na Tabela 1.

Tabela 1: Relacdo das cavernas no lajedo do Rosario
com inventarios bioespeleolégicos.

N d Sial Coordenadas

ome da caverna 98 T atitude () Longitude (W)
Gruta dos Trogldbios TRO  05°33'24.27" 37°39'40.57"
Gruta dos Crotes CRO  05°33'38.77" 37°39'31.54"
Caverna Abissal ABI 05°33'51.06" 37°39'57.29"
Gruta da Carrapateira CAR  05°33'38.22" 37°39'50.32"
Gruta da Catedral CAT  05°33'50.49" 37°39'57.37"
Caverna Complexo Suico CCS  05°33'42.50" 37°39'38.70"
Gruta do Chocalho CHO  05°33'36.77" 37°39'39.36"
Gruta da Descoberta DBT  05°33'47.68" 37°39'55.50"
Gruta Geraldo Gusso GEG  05°33'40.64" 37°39'50.45"

Coleta de espécimes de K. troglobia

Individuos de K. troglobia foram coletados
manualmente em 11 das 15 cavernas com ocorréncia
da espécie, fixados em etanol absoluto (99,5% P.A)
e armazenados sob refrigeracdo (-20° C). Os dados
das cavernas com ocorréncia registrada da espécie,
bem como das cavernas de onde foram amostrados
individuos para este estudo, estdo na Tabela 2.
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Tabela 2: Relagdo das cavernas com ocorréncia de
Kinnapotiguara troglobia. As linhas destacadas indicam
as cavernas com individuos amostrados para este estudo.

Nome da caverna Sigla Afloramento  Municipio Coordenadas

9 PO atitude () Longitude (W)
Grutados Troglébios TRO  Rosdrio  FelipeGuerra  05°33'24.27" 37°39'40.57"
Gruta dos Crotes CRO  Rosario  FelipeGuerra 05°33'38.77" 37°39'31.54"
g;g”a Complexd s Rosirio  FelipeGuerra 05°33 4250° 37039'38.70"
GrutadaDescoberta DBT  Rosdrio  Felipe Guerra  05°33'47.68" 37°39'55.50"
GrutaGeraldo Gusso GEG ~ Rosdrio  Felipe Guerra  05°33'40.64" 37°39'50.45"
Lapa I/Engano LIE Lapa  FelipeGuerra 05°33'4189" 37°41'42.25"
Caverna dos dois CDS  Alfredo  FelipeGuerra 05°34'06,51" 3740'5042"
Gruta da Rumana RUM Rumana FelipeGuerra 05°33'54.25" 37°39'07.13"
Buraco Redondo BRD Meio Felipe Guerra  05°34'42.98" 37°39'04.99"
Caverna da Seta SET  Arapud  FelipeGuerra 05°32'40.23" 37°38'03.10"
CavernadoArapua  ARA  Arapud  FelipeGuerra 05°31'48.25" 37°36'5847"
Caverna da Bota BOT  Arapud  FelipeGuerra 05°31'30.85" 37°37'05.29"
GrutaBoca de Peixe  BPX Bonito G%ODS:BSSPI 05°29'04.45" 37°33'29.62"
GrtadoPooFeio  PFE  Bonito G‘“lg Dix-Sept 4500911551° 37033 33.40°
Cavernado . Gov. Dix-Sept | . . "
Marimbondo Caboclo MAC  Angicos Rosado 05°29'44.11" 37°32'42.24

Extracao, amplificacéo e sequenciamento de DNA

O DNA total foi extraido de tecidos de
individuos de K. troglobia preservados em etanol
absoluto utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue
Kit (Qiagen). Foram obtidas sequéncias parciais do
gene Citocromo C Oxidase subunidade | (COl),
amplificadas por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) com os primers 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). Apo6s a amplificacdo, o0s
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).

Analises dos dados

Apb6s a edicdo dos eletroferogramas, as
sequéncias de consenso foram alinhados usando
ClustalW (Thompson et al. 1994), implementado no
programa Mega 7.0 (Kumar et al. 2016), e seguido
por inspecdo visual para ajustes finais. Distancias
genéticas foram estimados com o modelo de
substituicdo K2P, usando o MEGA 7.0.

A partir de andlise de distribuicdo de
hapl6tipos realizada com o programa DNAsp v.5
(Librado & Rozas 2009) foi construida uma rede de
hapl6tipos por meio do software PopArt (Leigh and
Bryant 2015) utilizando TCS Network.

Dados de dindmica populacional (estruturagdo
populacional e fluxo génico) de K. troglobia em

cada caverna foram estimados por meio dos testes
de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989), Fs de
Fu (Fu, 1997), diversidade nucleotidica (m) e
haplotipica (h), além do indice de fixacdo (®ST),
calculados com o software Arlequin 3.5 (Excoffier e
Lischer, 2010).

Também com uso do Arlequim 3.5, a andlise
de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para
avaliar quanto da variacdo genética em K. troglobia
poderia ser explicada pela distribuicdo das cavernas
nos afloramentos calcarios (Tabela 2). A analise
espacial de wvariancia molecular (SAMOVA)
(Dupanloup, Schneider, & Excoffier, 2002) foi
usada para incorporar informagdo geografica a
AMOVA, a fim de explorar possiveis padrdes de
particionamento genético ndo reconhecidos em toda
a érea analisada, buscando determinar o nimero de
linhagens.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fauna trogl6bia do lajedo do Rosario

Um total de 23 morfoespécies troglobias /
estigbbias encontra-se registrado na literatura para
nove cavernas amostradas no Lajedo do Rosério,
pertencentes aos seguintes taxa: Araneae (3),
Opiliones (1), Pseudoscorpiones (1), Diplopoda (1),
Chilopoda (3), Isopoda (4), Amphipoda (2),
Copepoda (1), Ostracoda (1), Collembola (2),
Coleoptera (1), Hemiptera (1), Oligochaeta (1) e
Tricladida (1).

Figura 1: Algumas espécies troglébias que ocorrem no
lajedo do Rosério: Araneae sp.n. (a), Cirolanidae spl.n.
(b), Cirolanidae sp2.n. (c), Styloniscidae sp.n.(d),
Cyphoderus sp.n. (e), Potiberaba porakuara (f),
Kinnapotiguara troglobia (g), Carabidae sp.n. (h) e
Hausera hauseri (i).
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Os invertebrados terrestres s&o maioria, com
14 morfoespécies, e hd nove morfoespécies
estigobias (incluindo cinco que sdo consideradas
relictos oceénicos) (Tabela 3; Figura 1). Apenas
quatro espécies estdo formalmente descritas:
Kinnapotiguara troglobia (Hemiptera:
Fulgoromorpha), novo género e o segundo registro
de um Kinnaridae troglébio no Brasil (Hoch &
Ferreira 2013); Potiberaba porakuara (Amphipoda:
Mesogammaridae), novo género e primeiro registro
da familia na América do Sul (Fisér et al. 2013);
Hausera hauseri (Platyhelminthes: Tricladida),

novo género e primeiro registro da subordem
Cavernicola na América do Sul (Leal-Zanchet et al.
2014) e Newportia potiguar (Scolopendromorpha:
Scolopocryptopidae) (Azara & Ferreira 2014).
Assim, o lajedo do Rosério concentra mais de 1/3
das 62 morfoespécies troglomorficas registradas até
0 momento para toda a formagdo Jandaira (Ferreira
et al. 2010, Bento 2011), além das duas cavernas
com o maior nimero de troglébios — a gruta dos
Trogldbios (11 espécies) e a caverna dos Crotes (8).

Tabela 3: Distribuicdo da fauna troglébia do lajedo do Roséario 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
Avraneae sp.n. T X X X
Araneae Prodidomidae sp.n. T X
Metagonia sp.n. T X
Opiliones Gonyleptidae sp.n. T X
Pseudoscorpiones  Chthoniidae sp.n. T X
Diplopoda Polydesmida sp.n. T X
Geophilomorpha sp.n. T X
Chilopoda Lithohiomorpha sp.n. T X
Newportia potiguar T X X
Cirolanidae sp1.n. A X
Isopoda Cirolar_1id_ale sp2.n. AJE X
Styloniscidae sp.n. T X
Calabozoidea sp.n. AJE X
. Potiberaba porakuara A X
Amphipoda Potiberaba sp.n. AJE X
Copepoda Copepoda sp.n. A X
Ostracoda Ostracoda sp.n. AJE X
Arrhopalites sp.n. T X X
Collembola Cyphoderus sp.n. T X X
Coleoptera Carabidae sp.n. T X
Hemiptera Kinnapotiguara troglobia T X X X X X
Oligochaeta Oligochaeta sp.n. AJE X
Tricladida Hausera hauseri AJE X

O numero elevado de novas espécies
troglébias descobertas recentemente em cavernas
brasileiras e seu alto grau de troglomorfismo
indicam que os eventos de mudangas climéaticas na
regido Neotropical, mesmo que ndo tdo severos
como em regides temperadas, podem ter levado ao
isolamento de linhagens subterrdneas (Souza-Silva
& Ferreira 2016). De fato, as flutuagdes
paleoclimaticas as quais as areas cdrsticas do
semiarido no Nordeste foram expostas durante o
Quaternario (Wang et al. 2004) sdo apontadas como
uma das principais razdes para as grandes
concentragcBes de trogldbios em regides na Bahia
como Serra do Ramalho, S8o Desidério, Chapada
Diamantina e Campo Formoso (Galldo & Bichuete
2015, Souza-Silva & Ferreira 2016, Trajano 1995,

2001, Trajano & Bichuette 2010, Trajano et al.
2016), o que também ¢é valido para o lajedo do
Rosario e toda a Formacéao Jandaira.

A presenca de aquiferos e outras colegdes de
aguas subterraneas é frequentemente apontada como
um importante fator para a alta diversidade de
troglébios (Culver & Sket 2000, Culver & Pipan
2009, 2013), e no Brasil ndo é diferente: Souza-
Silva et al. (2015) aponta que as duas areas com
maior riqueza de troglébios na Mata Atlantica, o
guadrilatero ferrifero (Minas Gerais) e 0 grupo
Acungui (S8 Paulo e Parand) sdo importantes
aquiferos, e 0 mesmo ocorre na area carstica da
Serra da Bodoguena, no Sudoeste do Brasil, uma
regido com grande diversidade de troglébios e
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estigobios (Cordeiro et al. 2014, Trajano &
Moracchioli 2002, Trajano et al. 2016).

Desta forma, as grandes concentragbes de
troglobios geralmente estdo associadas a presenca
de corpos d"agua e/ou clrregos e rios subterraneos
(Souza-Silva & Ferreira 2016, Souza-Silva et al.
2017, Trajano et al. 2016), cuja presenca é ainda
mais determinante nas regifes semiaridas, onde
estdo a maioria dos troglobios altamente
especializados encontrados no Brasil (Souza-Silva
& Ferreira 2016, Trajano et al. 2016). Tais colegdes
aumentam a umidade e importam matéria organica
(Souza-Silva et al. 2012) e, além de permitir a
colonizacdo e manutengdo de estigobios, podem
proporcionar maior riqueza de troglébios terrestres
(Simdes et al. 2015).

Além de possuir as caracteristicas acima
citadas, as cavernas no lajedo do Rosério ndo estdo
sujeitas a inundacdes (Bento et al. 2016). Tais
eventos podem causar disturbios no aporte de
nutrientes e no fluxo de individuos que entram e
saem das cavernas, aumentando o fluxo génico e
dificultando a especiacdo (Simbes et al. 2015,
Souza-Silva et al. 2011), de forma que cavernas
sujeitas a inundacBGes extremas geralmente ndo
apresentam muitas espécies troglobias (Elliott
2004). Assim, o lajedo do Rosério deve ter
conservado um ambiente com alta estabilidade
ambiental e de aporte de nutrientes, mantidos tanto
pela presenca de corpos d"agua subterrdneos como
por agentes fisicos e bioldgicos (como 0s morcegos,

por exemplo), favoravel a evolugdo e manutencéo
da riqueza de trogldbios atualmente registrada.

Mas o que torna a formagdo Jandaira Unica
no Brasil é o histdrico de transgressdes e regressdes
ocednicas, com vastos registros geoldgicos,
paleontoldgicos e uma comunidade de estigobios
relictos oceénicos como testemunhos (Ferreira et al.
2010, Fisér et al. 2013, Leal-Zanchet et al. 2014,
Souza et al. 2018). Souza-Silva & Ferreira (2016)
citam a importancia de mecanismos de isolamento
alternativos a eventos paleoclimaticos (tais como
transgressfes/regressfes oceanicas) na evolucdo de
muitas linhagens subterraneas no Brasil.

Além disso, a fauna aquatica relicta, além da
anquialina, tem contribuicdo importante para a
elevada riqueza de trogldbios em alguns paises da
América Tropical como Guatemala, Belize e
México (Deharveng & Bedos 2000). De fato, os
relictos oceanicos representam 62% (13 de 21
espécies) da fauna de estigébios da formacdo
Jandaira (Bento 2011), e 56% (cinco das nove
espécies) no lajedo do Rosério (Figura 2).

Assim, a riqueza e a singularidade biolégica
da fauna subterrdnea no lajedo do Rosario, com
destaque para a quantidade e concentracdo de
troglébios e presenca de relictos, provavelmente
resulta de uma combinacdo de fatores geoldgicos,
hidrogeolodgicos, topograficos e paleocliméticos
Gnica no Brasil, configurando-se como um
verdadeiro oasis de biodiversidade subterrdnea no
semiarido brasileiro.
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Figura 2: Distribuicdo da fauna trogldbia e das cavernas no lajedo do Rosario.
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Lajedo do Rosario: Habitat subterraneo continuo

O Lajedo do Rosario tem 1,5 km de
extensdo e 500 m de largura, ocupando uma érea de
apenas 0,7 km? (Carneiro et al. 2015) onde ha 73
cavernas cadastradas (CECAV/CANIE 2019), das
quais apenas 25 estdo mapeadas. H& ainda uma
enorme concentracdo de outras cavidades geradas
pela dissolucéo cérstica como 241 dolinas, 98 uvalas
(dolinas colmatadas), 219 sumidouros e 724
condutos horizontais (vales céarsticos, alguns
chegando a mais de 150 metros), sendo que todas
estas estruturas carsticas tém correlacdo geométrica
e espacial com fraturas interconectadas, as feigdes
estruturais mais comuns no lajedo (Carneiro et al.
2015). Isso aliado ao fato de que pelo menos cinco
espécies troglobias ocorrem em mais de uma
caverna, sendo que K. troglobia ocorre em pelo
menos cinco, distribuidas praticamente ao longo de
todo o afloramento (Tabela 3), leva a crer que o
lajedo do Rosario é um modelo analogo a um
agrupamento de cavernas interconectadas por juntas
e fraturas e constitui um habitat subterraneo
continuo. Tal hip6tese foi corroborada com o uso de
analises filogeograficas.

Foram obtidas sequéncias parciais do gene
Citocromo Oxidade Subunidade I com 608 pares de
bases de 83 individuos de K. troglobia, coletados
em 11 cavernas. Foram identificados nove
hapldtipos, geralmente separados por varios passos
mutacionais e Unicos de cada caverna, com exce¢ao
do haplétipo 3 - compartilhado entre trés cavernas
no lajedo do Rosério. As distancias genéticas
variaram de 0 (cavernas no lajedo do Rosério) a
15% (Figura 3), e os valores de ®st apontam o
isolamento de populagbes (linhagens) em cada
caverna (com excecdo, mais uma vez, para as trés
cavernas amostradas no lajedo do Rosario) (Tabela
4). Tais resultados apontam uma estruturacdo
populacional extrema e que, preliminarmente, K.
troglobia pode ser na verdade um complexo com
pelo menos seis espécies — uma em cada
afloramento calcario, e que o rio Apodi-Mossoro
funciona como uma barreira, hipdteses a serem
testadas com o aprofundamento dos estudos. A
auséncia de sitios polimérficos entre as sequéncias
de individuos de uma mesma caverna (e a
consequente auséncia de diversidade haplotipica e
nucleotidica) tornam desnecessarios os dados de
diversidade genética e testes de neutralidade.

Tabela 4: Valores de ®sy para as sequéncias COI (abaixo da diagonal) e distancia linear (em km, acima da diagonal) entre as
localidades de Kinnapotiguara. troglobia nas cavernas amostradas. Siglas das cavernas conforme Tabela 2. * p < 0.05.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
LLE - 175 328 404 378 700 940 943 479 1712 1739
2.CDS 1000 - 178 260 251 579 831 842 320 1615 1643
3.DBT 1.000%  1.000* - 082 085 404 657 672 151 1443 1472
4.CRO 1.000*  1.000*  0.000 - 051 323 578 594 083 1364 1393
5. TRO 1.000* 1000 0000 0000 - 320 580 591 138 1364 1393
6. SET 1000* 1000*  1000¢ 1000* 1.000 - 255 278 30l 1041 1071
7. ARA 1000¢ 1000*  1.000¢ 1000* 1.000%  1000* - 057 554 786 816
8.BOT 1000¢ 1000*  1.000¢ 1000* 1.000¢ 1000* 1.000% - 578 773 801
9. RUM 1000¢ 1000*  1000¢ 1000* 1.000¢ 1.000* 1000* 1000% - 1337 1368
10. PFE 1000¢ 1000*  1.000¢ 1000* 1.000¢  1.000* 1000% 1.000%  1.000* - 0.37
11.BPX 1.000* 1000*  1.000%  1000¢ 1.000+ 1000 3000+ 1000 1000¢ 1000% -

Apesar da forte estruturacdo das populagoes,
os valores significativos da AMOVA (®cr = 0.927,
p<0.05) sustentam a hipGtese, a priori, de que o
agrupamento das cavernas em afloramentos é
responsavel pela variagdo genética observada
(explica 92,66% da variacdo) (Tabela 5).

De forma semelhante, o melhor cenario
indicado pela SAMOVA (maior ®cr e valor de p
mais significativo) aponta que o particionamento em
oito populacdes explica 99,35% da variacdo
genética (Ocr = 0.994, p=0; Tabela 6). Tal arranjo
manteve o0 agrupamento das populacbes em
cavernas no lajedo do Rosario, mas separou em
populagdes diferentes a caverna da Seta (CDS) do
agrupamento entre as cavernas da Bota (BOT) e
Arapud (ARA), bem como a gruta do Pogo Feio
(PFE) da caverna Boca de Peixe (BPX). Isto pode

ser explicado pelo compartilhamento de um dnico
hapl6tipo entre as cavernas no lajedo do Roséario e
pela pequena distancia genética entre as sequéncias
de individuos das cavernas da Bota e Arapuéa (0,2%,
com mutacdo em apenas uma base), 0 que ndo
ocorre entre as outras cavernas (distancias genéticas
superiores a 1%).
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Figura 3: Distribuicdo das populacfes amostradas (a) de Kinnapotiguara troglobia (b), com destaque para a &rea do lajedo do Rosério. S&o apresentadas também as distancias
genéticas entre as sequéncias COIl de individuos amostrados em cada caverna, com destaque para as cavernas do lajedo do Rosério (c), e a rede de hapl6tipos com os passos
mutacionais inferidos (d). A auséncia de distancia genética entre as sequéncias de individuos das cavernas amostradas no lajedo do Rosério, bem como o exclusivo compartilhamento

do haplétipo 3, sdo indicios da conectividade biolGgica subterranea entre as cavernas do afloramento.
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Tabela 5: Teste de anélise de variancia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da variagao genética observada nas
sequéncias do COI de Kinapotiguara troglobia pode ser explicada pela distribuigdo das cavernas nos afloramentos
calcérios (conforme Tabela 2). * p < 0.05.

o Entre Entre populagdes, ~
Hipdtese grupos  dentro dos grupos Dentro das populactes Dcr
Afloramentos (TRO+CRO+DBT / LIE/CDS 92,66 734 00 0.927*

/ RUM / SET + ARA + BOT / BPX+PFE)

Tabela 6: Teste de analise espacial de variancia molecular (SAMOVA) para avaliar as subdivises genéticas com
diferentes nimeros de populagdes (K = 2-10) para as sequéncias do COI de Kinnapotiguara troglobia. A linha
destacada indica o melhor arranjo (k=8), sendo que o0 valor de p para K=10 é apenas marginalmente significativo.
Abreviagdes das cavernas conforme Tabela 1. * p < 0.05.

N° de Composicédo dos grupos Entre grupos Entre populacGes, - Dentro das
grupos (K) POSIG grup 9MUPOS 4entro dos grupos  populages T P
TRO+CRO+ DBT+BOT+ARA+SET+PFE+BPX / *
2 LIE+CDS+RUM 59.3 40.70 000  0593* 0.00587+-0.00260
LIE+CDS+TRO+CRO+BDT+RUM / PFE+BPX /
3 BOTAARA+SET 23.74 76.26 0.00 0.237 0.06549+-0.00630
RUM / BOT+ARA+SET+PFE+BPX/ LIE+CDS / *
4 TROCRO+DBT 77.80 22.20 000  0.778* 0.00000+-0.00000
5 TROYCRO*DBT/RUM /| BOTSARA*SET/PFEFBPX/ g7.30 12.70 000  0.873* 0.00000+-0.00000
6 LIE+CDS/TROYCROIDBT | BOTHARA*SETIRUM T 783 12.17 000  0.878% 0.00098+-0.00098
7 TRO+CRO+DBT / LIEé'S:ED/SB/PRXUM / BOT+ARA+SET / 04.80 520 0.00 0.948* 0.00000+-0.00000
g  CDS/SET/RUMILIE/ F?F%T/ E PA)I?A/TRO +CRO+DBT/ oo o0 - Y e Yromwon
9 TRO+CRO/LIE/CDS Ié'I:DEB/'I'B/PS>I<ET / BOT+ARA /RUM/ 98.86 114 0.00 0.989% 0.00391+-0.00185
1o  TRO/SET/CDS/LIE/CRO+DBT/BOT/ARAIRUM/ o 0.00 000 1.000% 0.04497+0.00715
PFE / BPX
A extensdo do sistema de micro e Os resultados aqui apresentados indicam um
mesocavernas na regido é desconhecida e padrées  provavel fluxo de individuos/genético de K.

locais de precipitacdo devem influenciar a
disponibilidade de habitat. Assim, a distribuicdo das
linhagens de K. troglobia pode estar relacionada a
eventos climaticos pretéritos, com dispersdo em
periodos mais Umidos e posterior isolamento de
populacdes ancestrais no ambiente subterrdneo 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 Umidos/secos nas regides tropicais durante os
periodos glaciais do Quaternario (Conti & Furlan
2003). Ha indicios de que a distribui¢do de florestas
tropicais no Nordeste foi afetada por tais episddios e
de que a expansdo florestal durante periodos Gmidos
abriu corredores florestais entre a Amazénia e a
Mata Atlantica que avangaram sobre a Caatinga
(Wang et al. 2004). Estudos de paleoclima indicam
tais alternancias climaticas no Nordeste desde
meados do Pleistoceno até o presente (Cruz et al.
2009, Wang et al. 2004), inclusive com indicios de
que houve diminui¢do abrupta nas precipitacfes na
area deste estudo durante a transi¢do do meio para o
final do Holoceno (entre 5000 e 4200 anos atras)
(Cruz et al. 2009).

troglobia entre as cavernas do lajedo do Roséario
(ou, caso ndo exista atualmente, que a separacdo é
muito recente). Isto é particularmente suportado
guando se observa que ha estruturacdo populacional
e/ou grande distancia genética entre individuos de
cavernas em um mesmo afloramento e
geograficamente mais proximas (como € o caso das
cavernas do Arapud e Bota, no lajedo do Arapud, e
das cavernas Boca de Peixe e Poco Feio, no lajedo
do sitio Bonito). Tendo em vista o padrdo extremo
de estruturagdo populacional observado em K.
troglobia, é razoavel supor que a conectividade
bioldgica subterranea existente também ocorra para
as outras espécies troglébias no lajedo do Rosério.

Assim, o lajedo do Roséario pode ser
considerado um sistema subterraneo de acordo com
a definicdo da Instrucdo Normativa MMA 2/2017,
definido como o0 “conjunto de espagos
interconectados da subsuperficie, de tamanhos
varidveis (desde fissuras diminutas até grandes
galerias e salbes), formando grandes redes de
espacos heterogéneos, que podem ser preenchidos
por agua ou ar.” (MMA 2017).
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A demonstracdo da  conectividade
subterrdnea aqui realizada, com o uso de K.
troglobia como um “tragador biologico”, também
estd de acordo com as recomendacbes da Oficina
sobre Area de Influéncia de Cavidades Naturais
Subterraneas (CECAV/ICMBio 2013). O raciocinio
é analogo ao uso amplamente aceito de tracadores
quimicos para confirmar a conectividade hidroldgica
em sistemas de cavernas, inclusive usado no
Sistema Areias — um dos hotspots de biodiversidade
subterrdnea neotropical (Sanchez 1992, Ferrari &
Karmann 2008, Trajano 2007, Souza-Silva et al.
2016).

Por todos os motivos expostos, acreditamos
0 Lajedo do Rosario, em Felipe Guerra, é um
hostpot de biodiversidade subterranea de acordo
com a defini¢do de Culver e Sket (2000).

4. CONCLUSOES

A regido oeste da Formagdo Jandaira é uma
das mais relevantes do ponto de vista
bioespeleolégico no Brasil, com riqueza e
diversidade comparaveis as demais regides carsticas
brasileiras.  Destaca-se  pela  quantidade e
concentracdo de espécies trogldbias, incluindo os
Unicos relictos oceanicos no pais, resultado de uma
combinacdo Unica no Brasil com a presenca de um
aquifero céarstico em uma regido atualmente
semidrida marcada por mudancas climéaticas no
Quaternario e por transgressGes e regressdes
oceénicas no Paleoceno e Mioceno. Além disso, a
area carstica dos municipios de Felipe Guerra e
Governador Dix-Sept Rosado, e mais
especificamente o lajedo do Rosario, em Felipe
guerra, pode ser considerado um hotspot de
biodiversidade subterranea.

Apesar da relevancia destes resultados,
somente cerca de 5% das cavernas atualmente
conhecidas na area tém algum tipo de inventario
bioespeleoldgico e isso é um forte indicativo de que
a regido continua pouco conhecida e do enorme
potencial para novas descobertas. De fato, estudos
em andamento identificaram duas novas espécies de
Calabozoidea, uma de Tricladida, uma de
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