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RESUMO

A pressdo direcional causada através das caracteristicas principais do ambiente subterraneo,
como a auséncia de luz e oligotrofia, sempre foram as premissas para as modificaces
encontradas nos organismos especializados nestes locais. No entanto, novos estudos vém
demonstrando que os habitats ocorrem nestes ambientes, como pocas e rios por exemplo,
também podem ser modeladores destas diferencas morfoldgicas encontradas. Alguns
organismos sdo tipicamente encontrados em ambientes hipogeos, dentre eles alguns
crustaceos anfipodes. No Brasil, algumas espécies ja foram descritas para este ambiente e
entre elas apenas uma ocorre em mais de uma cavidade e em habitats diferentes, a Hyalella
veredae. A presenca destes organismos em locais e habitats distintos é uma oportunidade para
avaliar quais sdo as pressdes exercidas sobre as morfologias desses crustaceos troglobios.
Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar se as morfologias encontradas para Hyalella
veredae podem também ser associadas ao habitat e ndo somente ao ambiente subterraneo, nas
quatro cavernas onde ela se distribui. Os organismos foram coletados nos anos de 2013, 2014
e 2019 em cavernas de Presidente Olegario — MG e o0s habitats amostrados foram
categorizados em léticos e Iénticos. Os crustaceos foram levados ao laboratorio para avaliagcdo
dos tracos troglomorficos, relacionados aos olhos, antenas e pereiopodos (IV ao VII) para a
comparagdo. As estruturas foram fotografadas e medidas e a razdo entre elas e o tamanho
corporal, ou cabeca como no caso dos olhos, foram utilizadas para as analises estatisticas. Os
dados obtidos foram comparados entre habitats pela analise de Mann-Whitney e submetidos a
uma PCA para ver como estes dados se comportavam em relacdo aos ambientes. Os
organismos se diferiram significativamente em relacdo ao habitat, as diferencas ocorreram no
tamanho dos olhos (p < 0,001); antenas 1 e 2 (p = 0,005; p < 0,001, respectivamente) e 0s
pereidpodos 4, 5 e 7 (p = 0,019; p = 0,033; 0,009, respectivamente). As maiores antenas,
maiores olhos e menores pereiopodos se associaram a ambientes 16ticos, enquanto o inverso
relacionou-se ao Iéntico. As duas PCA mostraram que organismos em habitats semelhantes
sdo morfologicamente semelhantes do que os de habitats distintos. Houve uma sobreposi¢édo
das morfologias dos organismos, que pode ser associado aos apéndices que ndo se diferiram
entre habitats. Os resultados obtidos evidenciam que as diferencas morfologicas podem ser
associadas aos habitats, possivelmente devido ao fluxo de agua, que pode ser danoso as
estruturas promovendo a diminuicdo das mesmas. O alongamento de estruturas pode estar
associado a percepcdo de estimulos no ambiente. Ja a diferenca entre o tamanho dos olhos
pode estar associada ao gradiente de luz no ambiente de caverna, j& que 0s maiores olhos
foram encontrados em organismos que estavam em zonas onde ocorre luz indireta. A variagdo
fenotipica da espécie H. veredae pode ser decorrente da plasticidade desta espécie de
anfipode, ja que ela se mostrou capaz de se adaptar a diversos ambientes cavernicolas.

Palavras — Chave: Hyalella. Morfologia. Ambiente subterraneo.



ABSTRACT

Directional pressure caused by the main features of the underground environment, such as the
absence of light and oligotrophy, have always been the premises for the modification found in
specialized organisms at these sites. However, new research show that habitats within the
cave environment, such as puddles and rivers, can also act as drivers for the existing
morphological differences. Some organisms are typically found in hypogean environments,
including some amphipod crustaceans. Among the few amphipod species listed to Brazilian
caves, only one is known to occur in more than one cave and in different habitats, Hyalella
veredae, which enables the opportunity to evaluate the pressures on the morphology of this
species. The objective of this research was to assess if the morphologies observed on the
troglobite Hyalella veredae can be associated to habitat variation, and not only to the
hypogean environment per se, considering the four caves where it is distributed. The
organisms were collected in 2013, 2014 and 2019 at Presidente Olegério municipality, Minas
Gerais state, and the habitats were characterized as lentic or lotic. The crustaceans were taken
to the laboratory to evaluate the troglomorphic traits related to the eyes, antenna and
pereopods (IV to VII). The structures were photographed and measured. The ratios between
head length and eye size, and the ratios between body length and the other structures sizes
were used on statistical analyses. We used Mann-Whitney to compare morphological and
habitat data, followed by PCA to visually observe the connections. The organisms differed
significantly in relation to the habitat, mainly on the eyes (P < 0.001); antenna 1 (p= 0.005);
antenna 2 (p < 0.001); and pereopods 1V, V and VII (p=0,019; p= 0,033; 0,009, respectively).
The longer antenna, biggest eyes and shorter pereopods were associated to lotic environments,
while the opposite was related to lentic environments. The PCA showed that similar habitats
produced morphologically similar organisms. There was a morphological overlap, probably
associated to the appendices that did not differentiate between habitats. Our results indicate
that morphological differences could be associated to habitats; structure reduction could be
related to the waterflow that can damage the appendages; and structure elongation is related to
perception of the stimuli on the environment. The eye size differences should be associated to
the light gradient inside the cave, as the organisms bearing bigger eyes were found at the
twilight zone. The phenotypical variation in Hyalella veredae can derive from this species
plasticity, since it showed some ability to adapt to the variable cave environments.

Keywords: Hyalella. Morphology. Hypogean environment.
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1 INTRODUCAO GERAL

Ambiente subterraneo, em geral, é considerado extremo devido as suas caracteristicas, de
alta umidade, temperatura constante, oligotrofia e auséncia de luz (PIPAN & CULVER, 2012;
TRAJANO & BICHUETTE, 2006; BISWAS, 2010; LEE et al., 2012). Tais caracteristicas
ambientais exercem uma forte pressdo direcional sobre os organismos colonizadores,
promovendo uma selecdo de caracteres morfoldgicos e fisiolégicos com melhor
adaptabilidade a essas condi¢cdes (HOFFMANN & PARSONS, 1997; STERN, 2013).

Os organismos que podem apresentar modificagdes sdo considerados exclusivos a este
ambiente (TRAJANO & BICHUETTE, 2006). As espécies que possuem estas modificacdes,
podem tanto terem sua ocorréncia restrita ao ambiente subterraneo, sendo chamadas assim de
trogldbias, como podem ser troglofilas, onde séo capazes de completar seu ciclo de vida tanto
no meio epigeo quanto o hipogeo, ocorrendo em ambos ambientes. (TRAJANO &
BICHUETTE, 2006; HOWARTH, 2018). Tais modificacbes, ou troglomorfismos, sdo um
trade-off para determinar a permanéncia e sucesso adaptativo da espécie as caracteristicas
biodticas e abidticas dos habitats subterraneos (DICKSON, 1977; TRONTELJ et al., 2012:
FISER et al., 2013).

As caracteristicas ambientais globais do meio hipdgeo, ndo sdo as Unicas que exercem
influéncia sobre os organismos. Pequenas diferencas podem promover essa diversidade
morfoldgica, partindo do pressuposto de nichos (FISER et al., 2012). Desta forma, pode-se
inferir que existem diferentes niveis de modificacbes troglomdrficas, de acordo com as
caracteristicas de cada habitat existente em uma caverna (DELIC et al., 2016).

O ambiente cavernicola possui tanto uma zonacdo dada pela sua distancia do ambiente
externo, como uma estratificacdo no habitat terrestre e também no aquéatico (TRAJANO &
BICHUETTE, 2006). Por exemplo, existe um zoneamento associado ao gradiente de luz, e
flutuacGes da temperatura em relacdo a distancia da entrada até o interior da caverna. Assim
como a diferenca de sedimentos no ambiente terrestre, e a separacdo em habitats I6ticos e
Iéntico no meio ambiente aquatico, promovem a estratificacdo (TRAJANO & BICHUETTE,
2006). Essa pluralidade de habitats pode ser um dos modeladores da diversidade morfolégica
dos organismos presentes nestes ambientes

A chave da questdo pode estar na plasticidade fenotipica da espécie, servindo de
ferramenta para o estabelecimento e persisténcia dos organismos em diversos habitats
subterraneos (ROMERO & GREEN, 2005; GHALAMBOR et al., 2007). Plasticidade tem

como defini¢do a capacidade que um genotipo tem de produzir diferentes fenotipos quando
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exposto a condigdes ambientais diferentes durante sua ontogénese (PIGLIUCCI, 2005). A
partir deste conceito, € possivel supor que a plasticidade seja um dos fatores que promove a
variabilidade fenotipica entre populacbes/espécies no meio subterrdneo (ROMERO &
GREEN, 2005; ROMERO, 2011).

Os crustaceos da ordem Amphipoda sdo constantemente encontrados no ambiente
subterraneo (VAINOLA et al., 2008). Pesquisas direcionadas a sua diversidade morfoldgica
evidenciam a grande variabilidade fenotipica dentro da ordem (WELLBORN & COTHRAN,
2004; JOURDAN et al., 2019), fato gerado pela diversidade ecolégica destes organismos
(FISER et al., 2018).

Devido a essa plasticidade morfoldgica, anfipodes sdo frequentemente usados como
modelos de estudos para verificar os processos de evolugdo, diversidade fenotipica e
adaptacdo ao ambiente hipogeo, como foi demonstrado para os géneros Niphargus Schiddte,
1849, Gammarus Fabricius, 1775 e Stygobromus Cope, 1872 (CULVER et al., 2010; FISER,
2019, FONG, 2019). Tais resultados permitem expandir as pesquisas para outros géneros
pouco estudados, como Hyalella Smith, 1874.

No Brasil, das 28 espécies do género Hyalella j& descritas, apenas sete espécies
apresentam troglomorfismos, sendo elas: Hyalella caeca, Pereira, 1989, a primeira descrita
para este tipo de ambiente; Hyalella spelaesa Bueno & Cardoso, 2011; Hyalella formosa,
Cardoso & Araujo, 2014; Hyalella imbya Rodrigues e Bueno, 2012; Hyalella epikarstica
Rodrigues, Bueno & Ferreira, 2014; Hyalella veredae Cardoso & Bueno, 2014, e Hyalella
troglofugia Bastos-Pereira, Oliveira & Ferreira 2018, sendo que esta Ultima, apesar de
apresentar caracteres tipicos de espécies cavernicolas, ocorre em um ambiente epigeo
(RODRIGUES et al., 2017; STRECK et al., 2017; SEREJO & SIQUEIRA, 2018; BASTOS-
PEREIRA; OLIVEIRA; FERREIRA, 2018) e a H. imbya que ndo ocorre em cavernas mas em
outro tipo de ambiente subterraneo, o hipotelminorréico (RODRIGUES; BUENO;
FERREIRA, 2012). Dentre as Hyalella citadas anteriormente, apenas H. veredae possui mais
de uma populacdo por caverna, fato conhecido nos ultimos anos a partir de coletas feitas em
varias cavernas proximas a localidade tipo desta espécie, pelos pesquisadores do Laboratério
de Estudos Subterraneos (LES-BIO) da UFSCar.

Os trabalhos de taxonomia com invertebrados cavernicolas brasileiros vém revelando, ao
passar dos anos, uma diversidade nova e Unica de espécies de anfipodes troglébios e que
possivelmente ainda tem a ser explorada. No entanto, ainda existe uma lacuna acerca da

ecologia e evolucdo destas espécies nestes tipos de ambiente. Essa lacuna de conhecimento



13

deve ser preenchida e uma das maneiras, é através de estudos da relacdo entre morfologia
destes organismos com o ambiente.

Pesquisas que envolvam estudos ecoldgicos deste tema podem contribuir para o
conhecimento ndo s6 da espécie, como do género, assim como para a preservagao e
conservacdo desses organismos. Portanto esta dissertacdo tem por finalidade estudar a relagéo
entre a morfologia de uma espécie de anfipode trogldbio, a Hyalella veredae e seu ambiente.
A espécie ocorre em Presidente Olegario — MG, habitando cavernas distintas. Esta pesquisa €
inédita sobre a ecologia de uma espécie de Hyalella cavernicola no Brasil.
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1 INTRODUCAO

A capacidade que um geno6tipo tem de produzir maltiplos fen6tipos quando exposto a
diferentes condi¢cbes ambientais € o centro do conceito de Plasticidade Fenotipica
(PIGLIUCCI, 2005). Partindo deste pressuposto, a plasticidade seria uma maneira de
promover a variedade fenotipica intraespecifica em diferentes ambientes (MOHADASI, 2013;
METRI et al., 2016).

E amplamente aceito que habitat subterrdneo exerce forte pressdo direcional sobre
caracteres morfoldgicos (HOFFMANN & PARSONS, 1997). Consequéncia das poucas,
porem extremas, varidveis que compdem este habitat (PIPAN & CULVER, 2012). Estas
caracteristicas conferem potencial para ser um grande laboratério para compreender padrdes
ecologicos e evolutivos (RIESCH et al., 2009). A pressao de selecao sofrida pelos organismos
nestes ambientes pode influenciar, na capacidade de se estabelecer, adaptar e permanecer em
um ambiente t&o distinto quanto o hipogeo (CULVER & PIPAN, 2010).

A chance que o organismo tem de sobreviver a um ambiente novo estaria relacionada
a sua plasticidade quando exposto a condi¢es tdo atipicas quanto as do ambiente subterraneo
(ROMERO & GREEN, 2005; FUSCO & MINELLI, 2010). Sendo assim, a plasticidade
fenotipica exerce um grande papel evolutivo nestes ambientes, tornando-se a responsavel
pelos diferentes padrées morfologicos e fisioldgicos encontrados em habitats hipdgeos
(ROMERO & GREEN, 2005; ROMERO, 2011).

E comumente discutido que as pressdes de selecdo exercidas pelo ambiente hipogeo
vem de suas caracteristicas principais, que sdo a auséncia de luz, temperatura constante e alta
umidade , o que pode passar uma ideia de homogeneidade (TRAJANO & BICHUETTE,
2006; BISWAS, 2010; FISER et al., 2013; CULVER & PIPAN, 2019). Porém, o ambiente
hipbgeo é heterogéneo devido a diferenciacdo em habitat através do gradiente de luz,
substratos, e, no caso dos ambientes aquaticos, a presenca de habitat I6ticos e Iénticos e a
presenca de diversos horizontes, por exemplo (TRAJANO & BICHUETTE, 2006; CULVER
& PIPAN, 2019).

Estudos recentes tém demonstrado que os habitats dentro de uma caverna tém seu
papel de influéncia sobre a morfologia dos organismos, como sugere a teoria de nicho (FISER
et al., 2012). Considerar que a evolucdo de caracteres morfologicos pode estar relacionada,
também, as caracteristicas do habitat e ndo apenas as propriedades exclusivas do ambiente
subterraneo, é algo que merece atencdo (TRONTELJ et al., 2012; FISER, 2019; DELIC et al.,
2016).
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As especificidades do habitat somada as caracteristicas globais subterrdneas podem
exercer influéncia direta sobre a diversidade morfoldgica, gerando modificacGes
troglomorficas distintas, ou seja, variabilidade fenotipica em locais diferentes (TRONTELJ et
al., 2012; DELIC et al., 2016). As variaveis tanto bidticas como abidticas que compdem um
habitat, auxiliam na sele¢éo direcional (TRONTELJ et al., 2012).

Mais quais sdo esses caracteres morfolégicos? Sdo o que chamamos de
troglomorfismos. Os mais comuns s&o a despigmentacdo do tegumento, redugdo ou auséncia
dos olhos e alongamento de apéndices (HOWARTH & MOLDOVAN, 2018). As
modificacbes como a regressdo e/ou desenvolvimento dos caracteres estdo associadas a uma
compensacdo sensorial as condi¢es limitantes do habitat, como é o caso do recurso alimentar
(TRAJANO & BICHUETTE, 2006).

O alongamento de estruturas, como por exemplo as antenas, permite o aumento do
numero de receptores que tém como fungéo a percepcao do ambiente e o encontro de alimento
(CULVER et al., 2010; TRONTELJ et al.,, 2012; HOWARTH & MOLDOVAN, 2018).
Porém, podem existir diferentes graus de diferenciacdo troglomorfica, com uma grande
variabilidade fenotipica em resposta aos fatores ecoldgicos (TRONTELJ et al., 2012; DELIC
et al., 2016; FISER, 2019).

Dentre os diversos animais que colonizam os habitats subterraneos, encontram-se 0s
anfipodes, ordem em que 48% destes organismos sdo exclusivos de aguas subterraneas
(VAINOLA et al., 2007). Estes pequenos crustaceos sio capazes de habitar os mais diversos
ambientes aquaticos, como rios, lagos e pogas (VAINOLA et al., 2007). Por estarem
presentes em ambientes tdo diversos e terem um vasto habito alimentar, eles sdo considerados
importantes chaves para compreender modificacbes morfoldgicas influenciadas pelo ambiente
(VAINOLA et al., 2007; FISER, et al., 2018).

As variacdes intraespecificas e interespecificas relacionadas as condi¢cbes ambientais
ja foram constatadas tanto para organismos hipogeos quanto epigeos para a ordem
Amphipoda. As principais modificacdes estdo relacionadas a alteracdo do tamanho corporal,
dos apéndices locomotores e sensoriais como as antenas e o pereiopodos (STRONG, 1972;
DICKSSON, 1977; FONG, 1989; WELLBORN, 1994).

Um dos géneros de anfipodes encontrados no Brasil estd o género Hyalella. Das oito
espécies hipogeas descritas, sete apresentam algum troglomorfismo (GALLAO &
BICHUETTE, 2018; BASTOS-PEREIRA et al., 2018; RODRIGUES et al., 2012). As
espécies hipogeas sdo encontrados em diversos habitats dentro das cavernas, como lagos,
riachos e represas de travertino (RODRIGUES et al., 2012; CARDOSO et al., 2014).



20

Dentre os Amphipoda hipdgeos brasileiros conhecidos, apenas uma espécie, a
Hyalella veredae Cardoso & Bueno, 2014, ocorre em mais de uma cavidade, o que foi
descoberto a partir de coletas feitas em cavernas proximas a localidade tipo desta espécie,
pelos pesquisadores do Laboratorio de Estudos Subterraneos (LES-BIO) da UFSCar. As
populagBes ndo s6 ocorrem em cavernas com caracteristicas diferentes, como também em
habitats diferentes. A espécie é considerada troglébia e apresenta modificacGes troglomdrficas
tipicas, como por exemplo a auséncia ou reducdo dos olhos (CARDOSO et al., 2014). Devido
a estas caracteristicas morfolégicas e de seu habitat de ocorréncia, ela se torna modelo
interessante de ser pesquisado em relacdo a adaptabilidade a diferentes ambientes
subterraneos.

Portanto a ampla distribuicdo desta espécie brasileira permite avaliar como diferentes
populacdes de anfipodes de uma mesma espécie subterrdnea reagiram ao Ser expostas a
distintos habitats hipdgeos, e se ao serem expostas a pressdes semelhantes em cavernas
diferentes apresentaram morfologias semelhantes. O objetivo desta pesquisa foi avaliar se as
morfologias encontradas para a espécie Hyalella veredae podem estar associadas ao habitat e
ndo somente ao ambiente subterraneo, para as quatro cavernas onde ela se distribui.

As perguntas investigadas foram: A) As populacdes encontradas em habitats
semelhantes, porém em cavernas diferentes apresentam morfologias semelhantes? B) Quais
modificacbes troglomorficas as populacdes apresentam? C) As populagdes em habitats
diferentes tém graus diferentes de modificacbes troglomorficas, influenciados pelas

caracteristicas do habitat?

2 MATERIAL E METODOS
2.1 A area de estudos

As cavernas estudadas pertencem ao municipio de Presidente Olegario em Minas
Gerais, no sudeste do Brasil (18°25°4” S, 46°25°4’W) e localizam-se ao sul da bacia do Alto
Sdo Francisco (Fig. 1), nas drenagens da sub-bacia do Rio Paracatu (SECUTTI &
BICHUETTE, 2013). As cavernas estdo em um afloramento de calcario horizontal do Grupo
Bambui (Fig. 2; 3), que data da Era Proterozdica Superior. A elevacao do local é de cerca de
900m e o clima e predominantemente sub-quente e semiumido, com a estacdo seca
comecando no més de abril e finalizando em agosto, totalizando cinco meses. A vegetacdo €
tipicamente de cerrado, no entanto, vem sendo retirada devido a agricultura e a criacdo de
pastagens para o gado (SECUTTI & BICHUETTE, 2013; RESENDE et al., 2016).
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Figura 1. Localizacdo das cavernas estudadas em Presidente Olegario — MG.
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Figura 2. Localizacdo das quatro cavernas no Afloramento de Calcario em Presidente Olegario — MG.
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Figura 3. Trecho do afloramento de calcéario do grupo Bambui em Presidente Olegario.

;A i N
Fonte: LES-BIO (2019).

No total, quatro cavernas foram estudadas (Fig. 2). A primeira ¢é a localidade-tipo da
espécie Hyalella veredae, a caverna “Lapa Vereda de Palha” (VP) (18°15°18.77°’S,
46°07°33.63’W). A entrada da caverna consiste em uma drenagem de sedimentos e tem
presenca de algumas raizes. A caverna € divida em trés niveis, o primeiro contém um riacho,
0 segundo uma sequéncia de varias represas de travertino (Fig. 4) e o Ultimo é seco
(CARDOSO et al., 2014; RESENDE et al., 2016). A Lapa Vereda de Palha tem poucas
conexdes superficiais, e por isso contém poucos nutrientes aloctones, exceto por depdsitos de
guano em algumas camaras. A espécie H. veredae foi coletada em uma represa de travertino

em uma zona afotica.
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Figura 4. Represa de Travertino da caverna Lapa Vereda da Palha, local-tipo da espécie Hyalella
veredae.

O segundo local onde ha registro de H. veredae ¢ a “Lapa Z¢é de Sidnei” (ZS)
(18°18°05.62°" S, 46°05°40.63*> W) (Fig. 5). Um rio passa pela caverna, com alguns pontos de
contato com a superficie, trazendo pouca matéria organica. Os anfipodes foram coletados em

um riacho em zona de penumbra na caverna.
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Figura 5. Foto do local onde foram coletados os anfipodes na Lapa Zé de Sidnei, durante a coleta de
julho de 2019.
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Foto: LES—BIO (2019).

O terceiro local ¢ a “Toca do Charco” (TC) (18°11°05.63°’S, 46°09°39.31°°W) (Fig.
6), menor caverna entre todas as amostradas e sem zona afotica, devido ao teto ser aberto. A
vegetacdo do entorno estd em processo de regeneracdo, apesar de a priori ter sido removida
para criacdo de gado (RESENDE et al., 2016). A caverna tem um grande lago lamacento,
onde os crustaceos foram coletados, em uma zona de penumbra. Existem muitas raizes e
plantas mortas no ambiente, fornecendo maior fonte de matéria organica (RESENDE et al.,
2016).
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Figura 6. Trecho do lago da caverna Toca do Charco.

\

o3

P

Foto: LES-BIO(2019).



26

A quarta e Gltima localidade é denominada “Lapa da Fazenda Sdo Bernardo” (SB)
(Fig. 7), com coordenadas 18°16°36.83’S, 46°06°45.52’W. A area do entorno a esta
cavidade é impactada por criacdo bovina. A caverna possui um riacho subterrneo e varias
aberturas que promovem uma entrada de luz nas cdmaras e matéria organica. Na Lapa da
Fazenda de Séo Bernardo os anfipodes foram coletados na zona de penumbra do riacho.

Figura 7. Trecho de &gua da caverna de Lapa de Sdo Bernardo.

Foto: LES-BIO (2019).

As informacGes adicionais sobre as cavernas foram retiradas do artigo de Resende e
colaboradores (2016), no entanto, as informacGes originais foram fornecidas a eles pelo
Grupo Pierre Martin de Espeleologia/GPME, pers. com. Os mapas com o local das cavernas e

suas caracteristicas geograficas foram feitos pelo programa ArcGIS versao 10.3.

2. 2 A amostragem da Hyalella veredae

A espécie Hyalella veredae foi o organismo modelo desta pesquisa. Além da sua
localidade-tipo, descricdo taxonémica e caracteristicas troglomorficas conhecidas, como a

reducdo ou auséncia de olhos na populagéo e diferengas no tamanho das antenas (CARDOSO
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et al., 2014), nada se sabe sobre seus aspectos ecoldgicos ou sobre sua relagdo com o
ambiente.

Os crustaceos utilizados neste projeto foram coletados em dois periodos diferentes. O
primeiro foi feito pela professora Dra. Maria Elina Bichuette e sua equipe do Laboratorio de
Estudos Subterraneos (LES-BIO), da Universidade Federal de Séo Carlos - UFSCar. O
periodo abrangeu cinco campanhas distintas, compreendendo os meses de setembro de 2013 a
setembro de 2014. Os animais foram conservados em alcool 70% e levados ao laboratério
LES-BIO da Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar, onde foram triados, identificados
a nivel de género e categorizados de acordo com seus tracos troglomorficos. Apos isso foram
enviados ao Laboratério de Carcinologia da UFLA, onde foram identificados a nivel de
espécie.

O segundo periodo de coleta foi realizado pela equipe do Laboratério de Carcinologia
da UFLA juntamente com a equipe do LES-BIO da UFSCar, em julho de 2019. Todas as
quatro cavidades foram visitadas, sendo que em apenas trés foi possivel a coleta dos animais.
A caverna “Toca do Charco” estava seca na extensao onde 0s animais ocorriam € nas poucas
partes com agua restante ndo foi avistado animal algum. Para a caracterizacdo do ambiente, o
aparelho de multipardmetro Akso SX836 foi utilizado, para medir as seguintes variaveis
ambientais: pH, oxigénio dissolvido (OD), condutividade e temperatura.

A amostragem foi através de busca ativa, sem determinacédo de tempo, mas com limite
de animais possiveis de serem coletados, sendo de 15 a 20 no total, devido a populacdo
pequena destes organismos. Os anfipodes foram coletados com pipetas e/ou rede de méo e
colocados em eppendorfs contendo alcool 70% para sua conservacdo. Os animais foram
transportados e levados para Universidade Federal de Lavras, para a realizacdo das andlises de

dados.

2. 2.1 A coleta dos dados

No laboratério de Carcinologia da Universidade Federal de Lavras - UFLA, 0s
individuos de cada localidade passaram por duas etapas. As etapas foram realizadas para
medir de forma precisa os caracteres morfolégicos que foram utilizados nas analises
estatisticas. Os caracteres mensurados, sendo eles o tamanho total (CT), tamanho da cabeca
(CC), tamanho olhos e pereiépodos de 4 a 7, foram escolhidos por serem as mais comumente
modificadas em anfipodes de habitats subterraneos (FISER et al., 2012; HOWARTH &
MOLDOVAN, 2018).
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A primeira consistiu em fotografar todos os animais (Fig. 8) com um auxilio de uma
estereomicroscopio ZEISS Stemi com camera acoplada. Através das fotos e o software Carl
Ziess AxioVision Se64 Rel 4.8.3 foi possivel medir o tamanho dos olhos (Fig. 9B), o tamanho

total das antenas (Fig. 10), o comprimento da cabeca (CC) e o comprimento total (CT) (Fig.
9A).

Figura 8. Exemplares de macho e fémea da espécie Hyalella veredae, coletados na Toca do Charco
sendo A) Macho e B) Fémea.

Fotos: Do Autor (2019).

Figura 9. A) Medidas que foram usadas para calcular CC e CT dos anfipodes; B) Comprimentos
utilizados para calcular a area dos olhos, sendo as cores verde e vermelho representando os raios (r).

Fotos: Do Autor (2019).

A segunda etapa consistiu em medir o tamanho total das antenas e dos pereiépodos 1V,
V, VI e VII (Fig. 10). Para que estas medicBGes fossem possiveis, a dissecacdo e confeccdo

laminas permanentes foram realizadas para cada individuo estudado.
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Figura 10. O traco mais escuro e central representa o local que foi utilizado para fazer as medidas de
tamanhos totais das antenas e pereiépodos IV, V, VI, VII. A primeira imagem representa uma antena e
a segunda um pereiépodo 6.

|

Os animais foram previamente corados em Vermelho Congo, por 4 a 12 horas (0

Imagem: Do Autor (2020).

tempo variou entre individuos), posteriormente colocados em laminas escavadas com 0leo
(Johnson’s baby) para dissecagdo. Em um estereomicroscopio ZEISS Stemi, os apéndices
locomotores foram retirados com o auxilio de agulhas, e o restante do corpo conservado em
eppendorfs com alcool 70%.

Os pereiopodos foram colocados em laminas com balsamo do Canada, previamente
aquecido por um minuto em placa aquecedora a 50°C, e cobertos com laminula e recolocados
na placa aquecedora por mais 2 minutos em média, para remocao de eventuais bolhas. A fim
de acelerar o processo de secagem, as laminas foram colocadas em estufa pdr em média 2 dias
a 50°C. Em seguida as estruturas foram fotografadas com um microscépio ZEISS Primo Star

com camera acoplada.
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2. 2. 2 Confirmagcdo da Espécie

Foi necessario verificar se 0s organismos coletados nas outras trés cavidades, Toca do
Charco, Lapa de Sao Bernardo e Lapa Zé de Sidnei, eram representantes da espécie Hyalella
veredae, ja que estes novos locais de ocorréncia eram até entdo desconhecidos para a espécie.
Para isto, dois machos e duas fémeas de cada caverna foram completamente dissecados
durante o processo confeccdo das laminas permanentes no momento da coleta dos dados,
explicado no tépico anterior.

A confirmacdo da espécie foi feita comparando as l&minas dos organismos de cada
caverna com o artigo de descricdo da espécie (CARDOSO et al., 2014) e com as laminas
permanentes de H. veredae depositadas na colecéo do laboratorio de Carcinologia da UFLA.

As comparacdes entre a bibliografia e o material permitiram identificar que estas
populacdes sdo da espécie Hyalella veredae, devido a diversas semelhancas morfologicas. A
confirmacdo veio pela presenca das seguintes caracteristicas morfologicas nos individuos:
presenca de olhos reduzidos ou ausentes, branquias esternais presentes do segmento 2 ao 7,
irregularidade da palma do gnatépodo 2 dos machos e a presenga “comb Scales” na margem

posterior do propodo e duas fileiras no lobo posterior do carpo do gnatépodo 2.

2. 3 Analises dos dados

A éarea dos olhos foi calculada através da formula da elipse: A = m xrxr, sendo “r” o
valor do raio de cada um dos lados (maior e menor), como demonstrado na Fig. 8, B,
(CULVER, 1987). Sendo que os comprimentos, foram divididos por 2 para obter o valor da
variavel.

A fim de evitar problemas relacionados a diferenca de tamanho dos apéndices
corporais, associados a fatores como idade e sexo entre 0s organismos, trabalhou-se com a
razdo dos tracos troglomdrficas com o restante do corpo. Os tamanhos dos pereiépodos e
antenas foram relacionados ao tamanho do corpo, enquanto o tamanho dos olhos foi
relacionado ao tamanho da cabeca.

Para responder as perguntas relacionadas a diferenca e semelhanca entre os apéndices
corporais e 0 habitat, os habitats dentro das cavernas foram categorizados da seguinte
maneira:

A) Lénticos (Lentic): Aqueles onde os organismos foram encontrados em ambientes

com auséncia de fluxo de agua, como lagos/pocas;
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B) Loticos (Lotic): Habitat onde existe fluxo de agua maior, como por exemplo,
riachos.

Partindo desta categorizacdo, os locais onde ocorre a Hyalella veredae nas cavernas

“Lapa de Sao Bernardo” e “Lapa Z¢ de Sidnei” foram considerados Ldticos, enquanto para

“Lapa Vereda da Palha” e “Toca do Charco” encaixaram-Se na categoria de Lénticos.

2. 3. 1 Analises estatisticas dos tragos troglomdrficos

Os tamanhos méaximos, minimos, médios e desvio padrdo foram calculados para todas
as cavernas e para cada categoria analisada. Os resultados foram plotados em uma tabela,
juntamente com o N amostral.

Inicialmente foi feito um teste de normalidade de Shapiro-Wilk, onde nédo foi
constatada normalidade para nenhum dos dados, entdo seguiu-se para testes ndo-paramétricos.

A comparagéo entre as médias dos valores dos apéndices foi feita através do teste
Mann-Whitney (U de Wilcoxon, no R), com 5% de intervalo de confianca. A comparacéo foi
feita entre ambientes I6ticos e Iénticos para cada um dos tragos analisados.

Apols o teste de médias, apenas aquelas que foram significativas foram consideradas
para a realizacdo de uma Andlise de Componentes Principais, ou PCA. A PCA foi utilizada
para analisar a distribuicdo dos dados em relacdo aos ambientes I6ticos e Iénticos. Uma PCA
de cada caverna também foi feita para avaliar se realmente 0s organismos presentes em
ambientes considerados Iénticos e I6ticos eram mais parecidos ou ndo morfologicamente. Os
gréficos de PCA foram plotados, usando as Dimensdes 1 e 2.

Todas as analises foram feitas através do programa R versdo 3.6.1, bem como a
criacdo dos graficos boxplot. O teste de Mann-Whitney foi feito com o comando pré-existente
no pacote basico do programa, assim como Shapiro-Wilk. Ja a PCA, foi feita com o pacote
“FactoMiner” e “FactoExtra” (LE et al., 2008). Os graficos de boxplot foram montados pelo
pacote “ggplot2” (WICKHAM, 2011) e as cores dos graficos pelo pacote “RColorBrewer”
(NEUWIRTH & BREWER, 2014).

3 RESULTADOS

3. 1 Os organismos coletados

Ao todo, 108 individuos foram analisados, sendo 49 de ambientes Iénticos (VP e TC) e

59 de léticos (SB e ZS). A caverna com amostragem mais significativa foi a Toca do Charco
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(N = 46), seguida pela Lapa de S&o Bernardo (N = 40), Zé de Sidnei (N = 19) e por ultimo a
Lapa Vereda da Palha (N = 3) (Tabela 1). A Lapa Vereda da Palha é o local-tipo deste
crustaceo, mesmo assim poucos organismos foram coletados nas represas de travertino

observadas.

Tabela 1. Tabela com tamanhos médios, minimos e maximos para as populagdes de Hyalella veredae
coletados, separados por habitat e caverna analisadas.

Hab| N | Tam | cC | CT | O | A1 | A2 | P4 | P5 | P6 | P7

Len 49 Max 056 649 0,027 226 264 273 2,72 337 352
Min 0,24 257 0001 098 09 058 073 0,77 092
Méd 046 513 0,004 158 169 191 190 236 234
bDp+ 0,07 007 0,004 030 040 051 047 047 0,67
Lot 59 Max 065 6,75 0,16 256 2,89 254 7,73 256 3,34
Min 0,30 267 0001 097 099 053 047 047 0,60
Med 048 501 0015 165 180 1,73 1,77 234 202
Dp+ 0,08 008 0,027 036 046 048 057 104 0,75
SB 40 Max 065 6,75 0,13 256 2,89 254 314 252 3,34
Min 0,30 267 0001 097 099 053 047 047 0,60
Med 048 499 0013 167 186 1,78 1,77 225 205
Dp+ 008 098 0,02 053 075 089 093 114 1,07
TC 46 Max 059 649 0027 226 264 2,73 272 337 352
Min 024 257 0001 098 09 058 0,73 0,77 0,92
Med 046 517 0,004 156 167 189 188 235 232
bDpt 009 126 0004 053 064 088 0,78 098 1,00
VP 3 Max 0,43 4,48 0,005 219 257 237 311 239 3,07
Min 041 409 0005 1,73 1,78 237 239 311 3,07
Med 042 429 0,005 19 2,17 237 239 311 3,07
Dp+ 0,01 028 0,03 032 05 16 1,69 220 217
ZS 19 Max 061 6,75 0,16 2,55 266 247 7,73 256 3,22
Min 036 389 0002 117 129 0,70 0,75 0,80 0,90
Méd 0,47 505 0,02 161 1,70 165 1,78 251 198
Dp+ 0,07 087 0,03 03 030 067 070 160 0,80

Legenda: “Hab” — Refere-se a Habitat; “Tam” — Ao Tamanho ; “Len” — A |éntico; “Lot” — A l6tico N
— Ao nimero de Individuos; CC — Cabeca; CT — Comprimento total; O — Olhos; Al- Antena 1; A2 —
Antena 2; P4 — Pereiopodo 4; P5 — Pereidpodo 5; P6 — Pereidépodo 6; P7 — Pereidpodo 7; DP - Desvio
padrdo. SB — Lapa de Sdo Bernardo; TC — Toca do Charco; VP — Lapa Vereda da Palha; ZS — Lapa Zé
de Sidnei. Fonte: Do Autor (2019).

Na caverna Toca do Charco, s6 foram coletados organismos durante o intervalo de
2013 a 2014. O ambiente que antes era uma lagoa grande e lamacenta estava parcialmente
seco exatamente no local onde os organismos foram amostrados anteriormente. Embora
tenha-se utilizado outras metodologias de coleta, como por exemplo a isca, nenhum anfipode

foi coletado nesta cavidade em julho de 2019.
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A caverna Lapa Zé de Sidnei também se encontrava seca no segundo periodo de
coleta. O local que antes era um riacho continuo, estava separado em por¢des de agua. Foi
nesta coleta que se obteve 0 maior nimero de organismos representantes desta cavidade.

Os anfipodes apresentaram caracteristicas tipicamente troglomdrficas, como a
auséncia ou diminuicdo da area dos olhos e aumento dos apéndices corporais. As cavernas
onde 0s organismos apresentaram a auséncia dos olhos foram: a Lapa Vereda da Palha (Fig.
11, 1) e Zé de Sidnei, sendo nesta Ultima apenas nos organismos capturados na primeira
coleta. Ja os crustaceos da Toca do Charco e Lapa de Sdo Bernardo apresentaram a reducao
da area dos olhos, porém em graus diferentes (Fig. 11, 1l e I11).

Fig. 11. I) Anoftalmia de um anfipode da caverna “Lapa Zé de Sidnei; 11) Olhos reduzidos do organismo da “Toc
a do Charco”; I11) Olhos desenvolvidos dos organismos presente na caverna “Lapa de Sao Bernardo”.

Fotos: Do Autor (2020).

O aumento no tamanho dos apéndices, foram observados nas antenas e 0s pereiépodos
IV, V, VI e VI para todas as populacdes estudadas (Tabela 1; Tabela 3). Houve organismos
em que a antena representou 38% do tamanho corporal, por exemplo. Ja em relacdo aos
pereidpodos, houve individuos em que os apéndices P4 representou 39%, P5 62%, P6 47% e
P7 57% do tamanho corporal.

Em relacdo as variaveis abioticas, as cavernas apresentaram valores muito

aproximados para quase todos parametros medidos, tendo caracteristicas ambientais parecidas

(Tabela 2).
Tabela 2. Varidveis abioticas medidas para todas as cavernas amostradas.

Caverna Temp (°C) Cond (mS/cm) Ph OD (mg/L)
Vereda da Palha 15.7 507 8.14 10.69
Toca do Charco 18.1 533 6.93 1.38

Lapa Sao Bernardo 16.4 512 7.62 6.95
Zeé de Sidnei 14.1 539 7.61 10.31

Obs: “Temp” refere-se a temperatura, “Cond” a condutividade e “OD” ao Oxigénio Dissolvido.
Fonte: Do Autor (2020).
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3. 2 Tragos Troglomorficos

Através do teste de Mann-Whitney foi possivel verificar uma diferenca no tamanho
dos olhos, antenas e pereiépodos das populacfes estudadas quando comparados ao tamanho
do corpo (Tabela 3). O tamanho dos olhos (p < 0.001) e comprimento da antena 2 (p < 0.001)
diferiram significativamente entre habitats, seguidos pela antena 1 (p = 0.005), P7 (p = 0.009),
P4 (p = 0.019) e P5 (p = 0.033), respectivamente. Os anfipodes foram semelhantes no
tamanho corporal e tamanho de cabeca, e ndo houve diferenca significativa entre estas

varidveis para os ambientes Iénticos e l6ticos (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacao das variaveis entre os habitats Iénticos (SB e ZS) e l6ticos (VP e TC) através do
teste Mann-Whitney(U)

Variavel U P <0,05
CcC 1146.5 0,127
CT 1489 0,395

(@) 149 <0,001*
Al 845 0,005*
A2 675 <0,001*
P4 1185 0,019*
P5 1214 0,033*
P6 1059 0,54

P7 1323 0,009*

Legenda: CC — Cabeca; CT — Comprimento total; O — Olhos; Al- Antena 1; A2 — Antena 2; P4 —
Pereidpodo 4; P5 — Pereiopodo 5; P6 — Perei6podo 6; P7 — Pereidpodo 7. SB — Lapa de S&o Bernardo;
TC — Toca do Charco; VP — Lapa Vereda da Palha; ZS — Lapa Zé de Sidnei. Os valores de p seguidos

de “*” demonstram que foram significativos pelo teste. Fonte: Do Autor (2020).

Ao plotarmos esses resultados em boxplots, percebemos que os maiores tamanhos
médios para antenas e olhos estavam relacionados aos ambientes l6ticos, enquanto os maiores
tamanhos médios de pereiépodos encontravam-se nas populacfes que estavam em ambientes
Iénticos (Fig. 12, 13 e 14; Tabela 1). Apenas o pereidpodo 6 ndo apresentou diferenca
significativa entre 0s ambientes, ou seja, as populacdes das quatro cavidades tinham em média
0 mesmo tamanho de P6 (Fig. 14, Tabela 1). A diferenca na area média ocupada pelos olhos
(Fig. 12) e facilmente observada, quando colocado organismos da TC (Fig. 11. 1) e VP ao
lado das populacdes de SB e ZS (Fig. 11. 1l e 111).



35

Figura 12. Boxplot demonstrando efeito dos habitats sobre o tamanho das variaveis analisadas por
ambiente. Legenda: Eye - Olhos; A1 — Antena 1; A2 — Antena 2; Lentic — Ambiente Léntico; Lotic —
Ambiente Lético.
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Fonte: Do Autor (2020).
Figura 13. Boxplot demonstrando efeito dos habitats sobre o tamanho das varidveis analisadas por
ambiente. Legenda P4 — Pereiépodo 4; P5 — Pereiépodo 5; Lentic — Ambiente Léntico; Lotic —
Ambiente Lotico.
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Fonte: Do Autor (2020).
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Figura 14. Boxplot demonstrando efeito dos habitats sobre o tamanho das varidveis analisadas por
ambiente. Legenda: P6 — Pereiépodo 6; P7 — Pereidpodo 7; Lentic — Ambiente Léntico; Lotic —
Ambiente Lético.

0.6~
L ] L ]
L]
0.5-
0.4-
L ]
| 0.4-
& 0.3- o |
‘ 0.3-
0.2- I 02-
: | .
1 |
1 1 D1 B 1 1
Lentic Lotic Lentic Lotic
Habitat Habitat

Fonte: Do Autor (2020).

Pela Anélise de Componentes Principais (PCA), observa-se que existe um inicio de
diferenciacdo morfologica destes organismos. As dimensfes 1 (50.6%) e 2 (24.1%)
explicaram 74.7% da variancia dos dados. A PCA (Fig. 15) com separacao apenas em relacédo
ao tipo de ambiente, demonstra uma sobreposi¢do, no entanto, com uma diferenciacdo entre
as populacdes dos ambientes. Em relacdo as dimensdes, na dimensdo 2 as variaveis mais
explicativas foram Eye, Al e A2, respectivamente, enquanto as variaveis pereiopodo 1V, V e
V11 se correlacionaram com ambas as dimensoes.

A PCA também evidencia a relacdo vista através dos graficos boxplot. Os individuos
presentes em ambientes I6ticos se relacionaram mais com as variaveis olhos e antenas, sendo
as antenas 1 e 2 correlacionadas; os organismos presentes em locais Iénticos se relacionam

mais aos pereiopodos, e os pereidpodos V e VII sdo fortemente correlacionados.

Figura 15. Andlise de componentes principais (PCA) para as populagdes de anfipodes cavernicolas,
categorizados em ambientes I6ticos ou Iénticos. Legenda: Eye — Olhos; Al — Antena 1; A2 — Antena
2; P4; Pereidpodo 4; P5 — Pereiépodo 5 e P7 — Pereiopodo 7. Cada ponto representa um individuo da
espécie Hyalella veredae.
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Fonte: Do Autor (2020).

Ao realizar uma PCA categorizando os organismos pela caverna encontrada, percebe-
se que existe um agrupamento entre os ambientes considerados I6ticos ou Iénticos. A Lapa de
S&o Bernardo e a Lapa Zé de Sidnei se agruparam, enquanto a Toca do Charco ficou mais
separada do grupo, apesar da pequena sobreposicdo (Fig. 16). A Lapa Vereda da Palha
(simbolizada pelo quadrado no grafico PCA), com apenas trés individuos coletados, teve sua
morfologia associada a TC em apenas um individuo, a SB em outro e o terceiro distante de

qualquer uma das cavidades e variaveis.

Figura 16. Anélise de componentes principais (PCA) para as populagdes de anfipodes cavernicolas,
separado por cavernas. Legenda: SB — Refere-se a Lapa de Sdo Bernardo; TC — Toca do Charco; VP —
Vereda da Palha; ZS — Zé de Sidnei; Eye — Olhos; Al — Antena 1; A2 — Antena 2; P4; Pereiépodo 4;
P5 — Pereidpodo 5 e P7 — Perei6podo 7. Cada ponto representa um individuo da espécie Hyalella
veredae.
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4 DISCUSSAO

A espécie troglobia Hyalella veredae é a uUnica espécie cavernicola conhecida do
género que ocorre em mais de uma caverna. Em geral, tanto os organismos do género
Hyalella quanto a ordem Amphipoda tém uma alta taxa de espécies endémicas,
principalmente quando se refere aos organismos troglobios (VAINOLA et al., 2007). Tal
padrdo pode estar associado a dois fatores, o primeiro relacionado a baixa capacidade
dispersiva desses organismos (VAINOLA et al., 2007; WELLBORN & CAPPS, 2013) e o
segundo a fragmentacdo dos ambientes subterraneos, que ao formar barreiras geograficas
favorece a especiacio (ZAKSEK et al., 2009).

Ja a presenca de diferentes populacBes em mais de uma caverna é pouco comum.
Algumas hip6teses podem ser levantadas sobre isso, como por exemplo, um evento raro de
dispersdo envolvendo dispersdo por pelos de vertebrados ou mesmo pulsos de inundacdo
(SWANSON, 1984; MOLDOVAN, et al., 2012) somado a necessidade de um propagulo
pequeno, mas efetivo, na colonizagdéo (WELLBORN & CAPPES, 2013). A Figura 2
demonstra que as cavernas estdo todas alinhadas no afloramento de calcéario e em drenagens

do Rio Paracatu, permitindo (ou ja permitiu) a dispersdo desta espécie por mais de uma
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caverna. Porém, ndo é possivel confirmar esta hipétese, j& que ainda ndo foi feito um
mapeamento geologico destes ambientes, demonstrando a ligagdo desses cursos d’agua.

Além dessas populaces estarem em mais de uma caverna, elas também apresentam
variabilidade morfoldgica intraespecifica, com variabilidade tanto entre popula¢des como na
mesma populacdo (CARDOSO et al., 2014). A variabilidade fenotipica de Hyalella veredae
encontrada nos caracteres troglomérficos analisados (olhos, antenas e pereiépodos),
demonstrou uma variagdo significativa entre os habitats estudados. Baseando-se nisto as
populacBes podem ser definidas como dois ecotipos: um associado a ambientes 16ticos, com
antenas e olhos grandes e pereiépodos menores e outro a lénticos, com individuos com
grandes pereidpodos e olhos pequenos ou ausentes, como demonstram as analises estatisticas.

Os resultados obtidos nesta pesquisa assemelham-se com os padrdes encontrados para
Niphargus croaticus Jurinac, 1888, onde as populacdes diferenciam-se de acordo com o tipo
de habitat ou microhabitat colonizado (DELIC, et al., 2016). Tal padrdo ja havia sido
percebido para Niphargus Schitdte, 1849, para o qual foram reconhecidas classes
morfolégicas de acordo com o ambiente em que estes organismos Sse encontravam
(TRONTELJ et al., 2012).

As variagdes fenotipicas no ambiente subterraneo podem estar relacionadas a diversos
fatores, sejam eles bioticos ou abiodticos, como tamanho do habitat, presenca de espécies
competidoras, fluxo de agua e etc (TRONTELJ et al., 2012; DELIC et al., 2016; PIPAN &
CULVER, 2017). Isso pode ser validado ao avaliar as populacdes de ambientes loticos e
Iénticos da Hyalella veredae. Mesmo em cavernas diferentes, os habitats analisados se
assemelharam, os organismos encontrados apresentaram morfologias similares, enquanto 0s
organismos do ambiente Iéntico diferiram do restante. Isto demonstra que as modificacdes vao
além das propriedades intrinsecas e unificadoras do meio subterrdneo, como alguns
pesquisadores ja sugeriram (ROMERO & GREEN, 2005; DELIC et al., 2016 FISER, 2019).

Nos anfipodes H. veredae, as diferencas encontradas nos apéndices possivelmente
influenciam o  sucesso de sobrevivéncia destes organismos, jA que nas antenas e 0S
pereidpodos, onde se localizam as estruturas sensoriais responsaveis pelo forrageio e sucesso
reprodutivo(THIEL & BREITHAUPT, 2011; CULVER, 1970; FISER et al., 2013). O
parametro que mais influenciou estas diferencas esta possivelmente associado ao fluxo de
agua, variavel pertencente a qualquer ambiente aquatico seja ele epigeo ou ndo (THORP &
COVICH, 2001).

Os individuos de H. veredae com 0s menores pereidpodos estavam presentes em

ambientes categorizados como lo6ticos. Padrdo também encontrado em espécies de
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Niphargus,Gammarus minus Say, 1818 e Crangonyx antennatus Packard, 1881 (DICKSON
1977; FONG, 1989; TRONTELJ et al., 2012; DELIC, et al., 2016). A diminuicdo dos
pereidpodos, nestes estudos, mostrou-se associada a presenca de grandes sedimentos no fundo
(por exemplo, matacdo e seixos), caracteristicos de ambientes deste tipo (THORP &
COVICH, 2001; TRAJANO & BICHUETTE, 2006). Sedimentos grandes servem de reflgio a
estes animais, porém podem causar danos morfolégicos as suas frageis estruturas locomotoras
em momentos de aumento de fluxo (CULVER 1970; 1971; DICKSON, 1977; WILZBACH et
al., 1988; TRONTELJ et al., 2012). Tamanhos menores de pereidpodos seriam um trade-off
para a adaptabilidade a estas caracteristicas (FISER, 2019).

O mesmo padrdo foi encontrado para os pereiopodos de Niphargus em ambientes
Iénticos. As populacdes de H, veredae presentes nestes habitats foram as que apresentaram 0s
maiores pereiopodos. O incremento de tamanho nestas estruturas pode estar associado a
funcdo destes apéndices , oligotrofia do ambiente e a locomocdo (TRAJANO &
BICHUETTE, 2006; THIEL & BREITHAUPT, 2011; KOVAC, 2018; KRALJ-FISER et al.,
2020). O alongamento aumentaria a percepcao de qualquer estimulo, facilitando o encontro de
alimento, outros individuos, e também facilitaria a movimentacdo mais rapida. (CULVER &
PIPAN, 2010; THIEL & BREITHAUPT, 2011; KOVAC, 2018; KRALJ-FISER et al., 2020).

No entanto, as populacdes de Hyalella veredae diferiram dos outros estudos ja feitos
com anfipodes troglobios em um Udnico ponto, o tamanho das antenas. Enquanto para
Niphargus e Gammarus minus as antenas foram maiores em ambientes Iénticos (FONG,
1989; DELIC et al., 2016), para H. veredae ocorreu o contrario.

Ao pensarmos que no ambiente l6tico houve uma selecdo de tamanhos menores dos
apéndices para evitar danos (DICKSSON, 1977), podemos especular que talvez o aumento
das antenas nestes ambientes surja como uma compensacdo sensorial ao tamanho dos
pereidpodos. Desta forma a percepcdo de estimulos se daria principalmente pelas antenas
(THIEL & BREITHAUPT, 2011).

Ja a diferenca do tamanho dos olhos encontrados nestes anfipodes pode ser decorrente
da incidéncia ou ndo de luz e a compensacdo metabdlica, e ndo necessariamente ao habitat da
caverna (JONES & CULVER, 1989; CULVER & PIPAN, 2010; FONG, 2019). Os
organismos da Lapa Zé de Sidnei, Sdo Bernardo e Toca do Charco foram encontrados em
zonas de penumbra (com incidéncia indireta de luz) e tinham olhos, porém em tamanhos
diferentes, enquanto os da Vereda da Palha estavam em um local afético, sendo este Gltimo

justamente os que nao tinham olhos.
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Um estudo feito com o peixe Poecilia mexicana Steindachner, 1863 revelou que a
perda dos olhos estava relacionada com o gradiente de luz no ambiente subterraneo, onde a
medida que diminuia a quantidade de luz, menor era o tamanho dos olhos (FONTAINER &
TOBLER, 2009). J4 em estudos com anfipodes, como o G. minus, existem hipéteses que a
perda/diminui¢do dos olhos esteja relacionada ao menor consumo de energia (FONG, 2019).
Isso leva a uma compensacgdo sensorial em resposta ao aumento dos apéndices sensoriais,
como os pereidpodos por exemplo (FONG, 1989). Esta Gltima pode ser significativa no caso
da H. veredae ja que os maiores olhos estavam nos locais com menores apéndices
locomotores, os l6ticos.

Porém, alguns pesquisadores como Culver e colaboradores (1995) associam essa
variacdo intraespecifica dos olhos ao tempo em que estes organismos invadiram e
colonizaram o ambiente subterrdneo. O isopode Asellus aquaticus Linnaeus, 1758, por
exemplo, apresenta diferenca entre populacdes e dentro da mesma populagdo no tamanho dos
olhos (PROTAS & JEFFREY, 2012) justificados por eles serem “cavernicolas-recentes”
(TURK et al., 1996). Para H. veredae ndo foram feitas analises de tempo de entrada na
caverna, por isso nao é possivel afirmar que as diferencas séo devidas a tempo evolutivo.

E notorio que existe uma variabilidade fenotipica associada ao ambiente subterraneo e
aos habitats que o compbe, em relacdo a H. veredae. As modificacdes existentes sdo
claramente resultados do ambiente subterraneo, mas assim como em Romero & Green (2005),
Romero (2011) e Fiser (2019), esta pesquisa demonstra que os graus de modificacGes sdo uma
soma entre as caracteristicas gerais do ambiente e processos ecoldgicos de adaptacdo ao
habitat. Os organismos cavernicolas, para obterem sucesso de colonizacdo e permanéncia,
precisam se adaptar aos nichos muito restritos do ambiente subterraneo (FISER et al., 2012),
0 que acarreta diferentes graus de modificacdes troglomérficas, aumentando a diversidade
morfoldgica.

As diferencas morfologicas presentes em anfipodes sdo resultados de mdltiplos
feedbacks entre os processos evolucionarios e ecoldgicos (METRI et al., 2016; JOURDAN et
al., 2019). Para os anfipodes G. minus e N. croaticus, por exemplo, houve uma selecdo de
ecétipos de acordo com a pressio de selecdo sofrida (DELIC et al., 2016; FONG, 2019). Ou
seja, apesar das populacdes de H. veredae apresentarem semelhancas morfoldgicas, como o
tamanho total e da cabeca, existem caracteristicas que os diferenciam e que séo adaptacdes ao
ambiente ao qual foram submetidos.

Nossos resultados indicam que a plasticidade fenotipica pode ser o motor de adaptagdo

ao meio subterraneo e aos ambientes existentes dentro dele, como ja sugeriu Romero, 2011.
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Ter um genotipo que seja plastico permite a colonizacdo principalmente de ambientes tdo
extremos e restritos quanto o hipégeo (ROMERO & GREEN, 2005). E assim também
promover o surgimento de diferentes ecotipos mesmo dentro do ambiente hipdgeo, devido as
micro diferencas existentes no habitat, onde a especializagdo em nichos, como ambientes
I6ticos e Iénticos, ja se demonstrou essencial para a permanéncia em ambientes subterraneos
(FISER et al., 2012).

5 CONCLUSAO

Neste trabalho encontramos que as populacdes localizadas em habitats semelhantes
apresentaram morfologias corporais semelhantes, mesmo estando em cavernas diferentes,
respondendo a primeira pergunta proposta no objetivo. Da mesma forma que os diferentes
graus de modificagdes troglomodrficas, variaram de acordo com as condigdes ambientais as
quais eles foram submetidos, respondeu a terceira pergunta desta pesquisa.

Desta forma foi possivel concluir que existe uma variabilidade fenotipica entre as
populacdes da espécie Hyalella veredae. Assim, a premissa de que 0s organismos de caverna
sofrem uma presséo direcional é reafirmada, no entanto, o quao modificado este organismo
sera depende de outras varidveis ecoldgicas, e que ndo sdo necessariamente intrinsecas ao
ambiente de caverna.

Em relacdo a segunda pergunta, foi possivel verificar que estes organismos
apresentam mais uma modificacao troglomdrfica do que as citadas em seu artigo de descricdo,
sendo ela 0 aumento dos apéndices corporais. A modificacdo mais comum, a alteracdo do
tamanho dos olhos, possivelmente estd relacionada as caracteristicas globais do ambiente
subterraneo: auséncia permanente de luz e a oligotrofia.

Ja em relacdo aos apéndices locomotores e sensoriais, 0s pereiopodos e as antenas tém
suas modificacdes relacionadas tanto ao seu habitat como ao ambiente subterraneo em si,
tendo pesos diferentes para cada pressdo. Tais estruturas estdo muito ligadas ao sucesso de
vida destes organismos, ja que sdo responsaveis por forrageamento e reproducdo. Sendo assim
é plausivel que estas tenham mostrado diferencas nas modificacdes a fim de maximizar a
adaptabilidade dos organismos ao ambiente.

Possivelmente 0 mecanismo responsavel por isso seja mesmo a plasticidade, ja que as
populagdes embora apresentem semelhangas, tinham suas modificagcbes associadas ao
ambiente. Principalmente quando observamos as populagdes da Toca do Charco, comparado

as populacGes da Lapa de S&o Bernardo e a Lapa Zé de Sidnei. As populacdes que habitavam
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0 mesmo tipo de habitat eram muito semelhantes morfologicamente quando comparadas a um
ambiente distinto, evidenciando uma plasticidade da espécie.

Os resultados desta pesquisa sdo muito importantes em diversos pontos, primeiro
somando conhecimento acerca da ecologia do género em caverna. Segundo, para esclarecer
como ocorre a adaptacdo ao meio subterraneo e quais séo as pressdes de selecdo nestes
ambientes. Terceiro, a presenca de uma espécie em mais de uma caverna demonstra que ela €
capaz de se adaptar a diversos ambientes.

O dltimo ponto é o mais importante para medidas de conservacdo desta espécie.
Algumas cavernas estdo sendo impactados por secas dos riachos/cursos d’agua que compdem
0 ambiente, e que até entdo ndo ocorria. Isto pode ser de origem antrépica ou nao, sendo
necessario estudos para a confirmagdo. A presenca de mais de uma populagéo por caverna e
sua capacidade de adaptar a diferentes ambientes serve como um “reservatorio” de protegao
da espécie, que pode ser utilizado para reintroducdo em um local em que esta foi extinta.

No futuro, mais pesquisas sdo necessarias acessar 0s conhecimentos que ndo foram
contemplados neste projeto. Por exemplo, os aspectos populacionais que podem estar
relacionados ao micro-habitat, o tempo de colonizacdo do ambiente, levantamento sobre as
cavernas e suas possiveis conexdes ou nao, e o levantamento genético para avaliar se existe

fluxo génico.
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