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1 APRESENTACAO DO TRABALHO

Em 1994, em sua dissertagdo de mestrado ainda ndo publicada, Morachiolli relatou a
ocorréncia de eglideos em vérios graus de despigmentacdo em cavernas na regido do Vale do
Alto Ribeira, no municipio de Iporanga, SP. Entretanto, essas populagdes ndo eram de
trogldbios, mas sim pertenciam, segundo critérios taxondmicos usuais, a espécies comumente
encontradas no meio epigeo, Aegla schmitti Hobbs III, 1979 e A. marginata Bond-Buckup &
Buckup, 1994. A variag¢do na pigmentacao se dava em gradiente continuo, de modo que quase
ndo se viam individuos com caracteristicas de populacdo epigea no interior afético das
cavernas.

Nesta regido, as rochas calcarias encontram-se interrompidas por rochas nao soluveis
(KARMANN & SANCHEZ 1979; BICHUETTE 1998). O fato de as espécies troglobias
estarem restritas as respectivas localidades-tipo (BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994;
ROCHA & BUENO 2004), sugere que nao existem conexdes subterraneas recentes entre os
sistemas de cavernas que sejam acessiveis a esses crustaceos € que o contato entre populagdes
troglofilas ocorreria nos rios de superficie.

Esses fatos presentes na literatura suscitaram alguns questionamentos a respeito do
que estaria ocorrendo com essas populagdes:

- E possivel detectar adaptagdes morfologicas a vida subterrinea, comparando-se a
mesma espécie troglofila nos ambientes epigeo e hipdgeo?

- Ha isolamento entre os rios subterraneos, devido as rochas insoluveis, efeito de area,
ou diferengas entre microbacias hidrograficas?

Em busca de algumas respostas para essas questoes, este trabalho foi realizado.

O estudo aborda diferengas entre as populagoes de Aegla schmitti ocorrentes em meio
epigeo e hipogeo no Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira, investigadas por meio de
morfometria geométrica. As espécies troglobias e A. marginata ndo foram analisadas quanto a
morfometria geométrica, como pretendido inicialmente, devido ao numero insuficiente de
individuos obtidos. Entretanto, os padrdes de distribuicdo foram discutidos.

A dissertagdo estd organizada sob a forma de artigo cientifico com o objetivo de
mostrar a estrutura do trabalho como foi concebido. Por esse motivo, algumas informagdes
foram suprimidas e outras repetidas no texto, visando preservar o sentido do trabalho e ao
mesmo tempo atender as regras de formatacao da dissertacdo. O artigo encontra-se submetido
no periodico Italian Journal of Zoology, e esta formatado segundo as normas dessa revista. Ja

o texto da dissertacdo segue as normas ABNT (NBR 10520/2002 e NBR 14724/2005). O



anexo mostra uma nota cientifica ja publicada na revista Subterranean Biology (8: 33-38,
2010 (2011) doi: 10.3897/subtbiol.8.1228), que incluimos em funcdo de ter sido escrita

durante o mestrado, utilizando material coletado para o0 mesmo.



2 RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido com exemplares do género Aegla ocorrentes na
regido dos Parques Estaduais Turistico do Alto Ribeira (PETAR) e Intervales (PEI). Nessa
area se distribuem os cavernicolas facultativos Aegla schmitti ¢ A. marginata e, ainda, as
unicas espécies exclusivamente cavernicolas registradas na literatura para a familia Aeglidae,
A. leptochela, A. microphthalma e A. cavernicola. Com o propdsito de compreender a atuagao
das condi¢des ambientais restritivas do meio subterraneo nas espécies troglofilas e, ainda, a
influéncia das barreiras extrinsecas aos padrdes de distribui¢do e especiacdo desses
crustaceos, visitamos trechos subterraneos e superficiais de rios entre margo de 2009 e agosto
de 2010. Adicionalmente, utilizamos exemplares das cole¢des cientificas do Museu de
Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP) e do Laboratério de Estudos de Eglideos da
Universidade de Sao Paulo (LEEUSP). Individuos da espécie A. schmitti foram analisados por
meio de métodos de morfometria geométrica, com o objetivo de determinar se estes, com
raros registros de ocorréncia em cavernas, estabelecem populagdes vidveis em meio
subterraneco e, ainda, se variagoes na forma do cefalotorax estariam relacionadas a indicios de
adaptacdes a vida em cavernas. Os resultados mostraram que os individuos de A. schmitti
provenientes da Caverna Santana e do Rio Betari correspondem a dois morfotipos distintos.
Tais evidéncias sugerem que a espécie coloniza com sucesso o ambiente subterraneo e,
possivelmente, sdo resultantes da existéncia de fendtipos ambientalmente induzidos ou de
ecoOtipos relacionados a vida em meio hipdgeo. Ainda, sugerem que a colonizagdo desse
ambiente ocorre por meio de individuos migrantes provenientes do rio epigeo, seguindo uma
dinamica de metapopulagdes com a consequente existéncia de subpopulagdes transitorias em
alguns locais. A andlise da distribuicdo geografica dos eglideos na regido permite concluir que
esta depende ndo somente da presenga ou auséncia de barreiras extrinsecas, mas também da
mobilidade e comportamento das espécies. O insucesso nas capturas em locais com registro
de ocorréncia pode sugerir declinio populacional das espécies de Aegla estudadas. Sendo
assim, sdo necessarios estudos ecoldgicos mais abrangentes visando a elaboracdo de politicas

eficientes para manejo e, principalmente, fiscalizagdo dos parques.



3 ABSTRACT

This study was developed with Aegla species from Parque Estadual Turistico do Alto
Ribeira (PETAR) and Parque Estadual Intervales (PEI) areas. The facultative cavernicoles
Aegla schmitti and A. marginata are distributed in these areas, as well as the only exclusively
subterranean Aeglidae species reported, A. leptochela, A. microphthalma and A. cavernicola.
With the purpose of elucidating the influence of the restrictive environmental conditions of
the subterranean domain in the troglophiles and, also, the role of extrinsic barriers in
distribution and speciation patterns of these crustaceans, we visited epigean and hipogean
stream reaches between March 2009 and August 2010. In addition, loans of specimens from
the Museu de Zoologia from Universidade de Sao Paulo (MZUSP) and Laboratorio de
Estudos de Eglideos from Universidade de Sdo Paulo (LEEUSP) scientific collections were
used. Individuals identified as A. schmitti were analyzed using morphometric geometrics in
order to evaluate if this species, rarely registered in caves, establish viable populations in the
subterranean environment and, moreover, if shape variations related to adaptations to life in
caves were present. The results showed that Santana Cave and Betari River individuals
correspond to two distinct morphotypes. These ones are evidences that the species colonize
successfully the subterranean environment and, possibly, results from environmentally
induced phenotypes or ecotypes selection associated to subterranean environment.
Furthermore, it could suggest that the colonization of caves occurs by means of epigean
migration, following a metapopulation dynamics with, consequently, transitory
subpopulations in some places. The distribution pattern of the species in the studied area
allows the conclusion that it depends not only on the absence or presence of extrinsic barriers
but, also, on their behaviour and mobility. The absence of individuals in caves previously
recorded in the literature could suggest populational decline of Aegla species in the study
area. Hence, further ecological studies are needed aiming an effective environmental

management and, mainly, the parks inspection.
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4 INTRODUCAO

4.1 Ecossistemas subterraneos

O meio subterraneo compreende um conjunto de espagos do subsolo, de tamanhos
variaveis, que podem estar preenchidos por ar ou agua. Essa rede de espagos interconectados
forma-se em vérios tipos de rocha, especialmente naquelas soluveis, bem como em depositos
de sedimentos (meio intersticial) no contato com a zona inferior do solo (JUBERTHIE &
DECU 1994; JUBERTHIE 2000).

Reservatorios subterraneos de agua tais como aquiferos e pequenos afloramentos
(biotopo freatico), corpos de dgua, meio intersticial saturado por dgua (bidtopo hiporreico) e
pocas formadas por dgua proveniente do meio epigeo correspondem aos habitats aquaticos.
Ja os terrestres sdo compostos principalmente por grutas em diversos tipos de rochas e
fissuras da zona de infiltracdo do carste (rochas passiveis de dissolucao por agua acidificada,
originando fissuras, cavidades e galerias), além da area de contato entre a rocha fraturada e a
zona inferior do solo (Milieu Souterrain Superficiel sensu JUBERTHIE & DECU 1994).
Todos esses espagos compartilham uma propriedade fisica importante — a auséncia completa
de luz JUBERTHIE & DECU 1994; CULVER & PIPAN 2009).

Sendo assim, as cavernas representam apenas uma pequena parte do ecossistema
subterraneo, uma vez que, na defini¢do classica, constituem cavidades e galerias de grandes
dimensdes que podem ser exploradas pelo homem (JUBERTHIE & DECU 1994; PALMER
2007). Independentemente da presenca ou auséncia de cavernas no sentido da definicdo
classica, o meio subterraneo ¢ um habitat potencial para espécies terrestres, de agua doce ou
marinhas capazes de sobreviver nessas condi¢des (JUBERTHIE & DECU 1994).

A formagdo de cavernas pode ocorrer em qualquer tipo de rocha, em funcdo de
dissolugdo quimica ou de outros processos como, por exemplo, o derretimento de canais no
interior de geleiras, erosdo mecanica por dgua e resfriamento de lava vulcanica, envolvendo
complexas interagdes entre geologia, quimica e mecanica do fluxo subterraneo de agua
(PALMER 2007).

Paisagens em que predominam processos de dissolugdo quimica em relacdo a
processos erosivos sdo chamadas de paisagens carsticas, que podem ou ndo conter cavernas
em grande quantidade, dependendo das condi¢des hidroldgicas e geologicas locais

(KARMANN & SANCHEZ 1979; PALMER 2007; CULVER & PIPAN 2009).



Geralmente, as cavernas originadas por dissolugdo quimica se formam em rochas
calcérias (dolomitos, calcarios e marmore), por meio do fluxo de agua por fraturas e
rachaduras pré-existentes entre as rochas e, com frequéncia, estdo conectadas com outros
habitats subterraneos constituindo um sistema espeleologico (KARMANN & SANCHEZ
1979; PALMER 2007), por onde pode haver dispersdo subterranea de organismos
cavernicolas (TRAJANO 1987; MORACHIOLLI 1994). Os processos que atuam na
formagdo desse tipo de caverna incluem, além da dissolu¢do da rocha soluvel, a erosdo
mecanica e, posteriormente, processos de deposicao mineral (PALMER 2007).

A agua penetra em fissuras da rocha soluvel com pH ligeiramente acido proveniente
principalmente da dissolug¢ao de gas carbonico atmosférico e de acidos organicos do solo (em
conseqiiéncia de atividade microbiana). Os 4cidos, principalmente o carbonico, reagem com
as rochas soluveis (como dolomita e calcita), tornando-as dissolvidas na adgua. Essa reacao
alarga fissuras e origina passagens (PALMER 2007).

Ainda, em alguns estratos (Inception horizons), a 4gua pode tornar-se rica em sulfatos
em funcdo da presenca de minerais sulfurosos, como pirita, elevando a velocidade de
dissolu¢do nos estadios iniciais essenciais para a formacdo das cavernas (LOWE & GUNN
1997) (nesse caso, a caverna ostenta padrOes mais raros, principalmente em climas
relativamente secos) (PALMER 2007; CULVER & PIPAN 2009).

Conforme a agua percorre os condutos da caverna, seu pH se eleva em funcdo da
quantidade de calcita e dolomita dissolvidas. Em condutos preenchidos por ar atmosférico,
depositos minerais secundarios (os espeleotemas) podem comecar a se formar, pois o ar
atmosférico contém apenas cerca de 1% do gas carbonico contido no subsolo e,
consequentemente, a capacidade de dissolucdo da agua decresce com essa mistura, invertendo
a reagdo quimica de dissolucdo (PALMER 2007).

De acordo com a evolugdo geoldgica e geomorfologica de uma area, poderdo ser
encontradas condicdes favordveis a presenca de cavernas, levando-se em conta o grande
numero de variaveis que influenciam o processo espeleogenético (KARMANN & SANCHEZ
1979).

As condigdes ambientais do meio subterraneo se diferenciam das do meio epigeo pela
pequena amplitude de variagdes (principalmente com relagdo a temperatura), elevada umidade
relativa do ar e auséncia completa de luz (nas zonas mais profundas). Essa relativa
estabilidade climatica pode estar sujeita a variacdo, geralmente anual, de parametros tais

como correntes de ar, niveis de dgua e aporte alimentar (CULVER & PIPAN 2009).



A escuridao completa condiciona a auséncia de organismos fotossintetizantes e, em
consequéncia, a dependéncia de itens aloctones como fonte energética, trazidos por
enxurradas, raizes de plantas ou animais do meio externo. A producdo autdctone € restrita a
atividade de bactérias quimiossintetizantes e, com raras excecdes, insuficiente para sustentar
uma comunidade subterranea. Ainda, tem profundos efeitos nos organismos vivendo nesses
habitats, uma vez que ha o desafio em encontrar alimentos, acasalarem-se e evitarem
predadores (BARR 1967; POULSON & WHITE 1969; JUBERTHIE & DECU 1994;
CULVER & PIPAN 2009).

As condigdes ambientais se modificam com a distancia a partir da entrada da caverna.
Assim, o bidtopo cavernicola pode ser dividido em quatro zonas: zona de entrada, ecotono
entre os ambientes epigeo e hipdgeo; zona de penumbra, com reducdo da luminosidade
(indireta); zona de transicdo onde o escuro ¢ completo, mas ainda ha variagdes na
temperatura; zona afotica, caracterizada por escuridio completa, umidade elevada e
temperatura relativamente constante (POULSON & WHITE 1969; HOWARTH 1979;
MORACHIOLLI 1994; PELLEGATI-FRANCO 1997).

Em funcdo dessas particularidades, os tdxons capazes de colonizar habitats
subterraneos sdo restritos (BICHUETTE & TRAJANO 2003), sendo que o estabelecimento
de organismos no meio subterraneo ¢ feito por espécies capazes de sobreviver nesse meio, por
possuirem caracteristicas que facilitariam essa colonizagdo, como orientacdo ndo visual na
captura de presas, habito generalista e tolerancia a elevada umidade (higrofilia), no caso dos
terrestres (CULLINGFORD 1962). Muito frequentemente, essas chamadas “pré-adaptagdes”
sao adaptagdes ao habitat de procedéncia, as quais também sdo vantajosas no novo hébitat —
exaptacdes (GALAN 2000).

Uma classificagcdo ecoldgico-evolutiva dos organismos subterrdneos de acordo com
seu grau de especializacdo foi primeiramente elaborada por Schiner (1854) e posteriormente
modificada por Racovitza (1907). Essa classificacdo ¢ a mais utilizada atualmente, sendo
conhecida como classificagdo de Schiner-Racovitza. Segundo essa classificacdo, troglofilos
sdo organismos capazes de viver e de se reproduzir tanto fora quanto no interior das cavernas,
estabelecendo ai populagdes viaveis; trogloxenos s3o animais que habitam o ambiente
subterraneo, mas que, no entanto, precisam sair deste para completar seu ciclo de vida e
troglobios sdo os cavernicolas obrigatorios, e exibem modificagdes morfologicas,
comportamentais, fisioldgicas ou ambas, relacionadas ao ambiente subterraneo; nao sendo
encontrados no ambiente epigeo. Além desses, € possivel encontrar organismos acidentais

que, trazidos por enxurradas ou em busca de abrigo e alimento, entraram nas cavernas e foram



incapazes de se orientar para encontrar a saida (CULLINGFORD 1962; BARR 1967; BARR
& HOLSINGER 1985; BICHUETTE 1998).

As alteragdes relacionadas a vida exclusiva em meio subterraneo foram descritas para
troglobios pertencentes aos mais diversos grupos taxondmicos. Essas modificagdes exibem
um padrio convergente de regressdo de algumas caracteristicas sem utilidade nesse ambiente
e, simultaneamente, a evolucdo construtiva de outras que possibilitam a sobrevivéncia nesse
meio (WILKENS 2010). As mais descritas na literatura sdo alteragdes morfoldgicas como a
reducdo de olhos e de pigmentacdo melanica cutanea (POULSON & WHITE 19609;
TRAJANO & BRITSKI 1992), reducdo do tamanho corpéreo (MEJIA-ORTIZ & LOPEZ-
MEIJIA, 2005), ocorréncia de compensagio sensorial, caracterizada pelo aumento em nimero
ou tamanho de estruturas responsaveis por Orgdos sensoriais ndo Opticos (WEBER,
ALLEGRUCCI & SBORDONI 2003; BICHUETTE & TRAJANO 2005) e, em artropodes, o
desenvolvimento de apéndices mais longos e redugdo na espessura cuticular (COOPER 1969;
CULVER 1982; BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; BICHUETTE 1998). Ainda, foram
observadas alteracdes fisiologicas como a regressdo de ritmos bioldgicos circadianos, baixa
tolerancia a perturbagdes ambientais, maturagdo tardia, maior longevidade (POULSON 1963;
POULSON & WHITE 1969; CULVER 1982; WILKENS 1988), e redugdo de taxa
metabolica quando comparados com espécies epigeas aparentadas (MEJIA-ORTIZ &
LOPEZ-MEIJ{A, 2005). Alteracdes no comportamento alimentar, agonistico e de reacio a luz
(MORACHIOLLI 1994) também foram descritas na literatura.

Em crusticeos Decapoda, relatou-se a ocorréncia de compensagdo sensorial
envolvendo o aumento do numero de cerdas sensoriais em anténulas, antenas e carapaca,
alongamento de anténulas, antenas e pereiopodos. Além disso, foi constatada a diminuicao de
taxa metabdlica e de consumo de oxigénio em espécies cavernicolas provenientes de
ambientes oligotroficos, reducdo ou auséncia de cornea e pigmentacao, além de modificagdes
comportamentais como fotofobia, reducao de comportamento agonistico € maior eficiéncia na
procura e deteccdo de alimento (BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; MORACHIOLLI
1994; MEJ{A-ORTIZ & LOPEZ-MEJIA 2005; MEJ{A-ORTIZ, HARTNOLL & LOPEZ-
MEIJIA 2006).

As modificagdes morfologicas mais acentuadas associadas ao isolamento em meio
subterraneo sdo designadas como troglomorfismos (BARR 1968; MORACHIOLLI 1994).
Estes, de modo geral, envolvem regressdo até a auséncia de olhos e de pigmentagdo melanica
(BICHUETTE 1998). Cabe ressaltar que alguns taxons epigeos ja apresentam caracteristicas

troglomorficas anteriores a colonizagdo do meio subterraneco (GALAN 2000). Assim, a
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defini¢ao de um organismo como portador de caracteristicas relacionadas a vida em cavernas
exige a comparagado destes com populagdes epigeas aparentadas (MORACHIOLLI 1994).

Em um regime seletivo diferenciado, onde hé escuridao permanente e alimento muitas
vezes escasso, além das condigdes ambientais relativamente estaveis, alguns caracteres podem
ser vantajosos como, por exemplo, diminui¢cdo de tamanho corpéreo, hipertrofia de 6rgaos
sensoriais nao relacionados a visdo (compensacdo sensorial) e menor gasto metabolico
(POULSON & WHITE 1969; MEJIA-ORTIZ & LOPEZ-MEJIA 2005). Alguns dos
chamados caracteres regressivos, por outro lado, ainda nio tiveram sua causa completamente
esclarecida, como ¢ o caso da redu¢do ou perda de olhos, do comportamento agonistico e da
pigmentacao meladnica cutanea.

A teoria de sele¢@o natural por economia de energia para a regressdo de estruturas tem
se mostrado improvavel ja que, ao menos para os peixes Astyanax mexicanus (De Filippi,
1853) (Characidae), alguns comportamentos dependentes da visdo, como o agressivo, também
regridem mesmo ndo estando submetidos a selegdo por economia de energia (WILKENS
2010). Ainda, os olhos comegam a se formar durante o desenvolvimento embrionario para,
logo depois, degenerarem (JEFFERY, STRICKLER & YAMAMOTO 2003), o que
representaria um gasto adicional de energia.

Os defensores do neutralismo argumentam que comportamentos ou estruturas sem
funcdo no meio subterrdneo estariam sujeitos a um relaxamento das pressdes de selecdo,
permitindo o acimulo de mutagdes neutras em associagdo com perdas genéticas por deriva e
efeito fundador (BARR 1967; POULSON 1986; TRAJANO & BRITSKI 1992; WILKENS
2010).

Para outros autores, o acumulo ao acaso de mutagdes neutras dificilmente produziria o
grande numero de convergéncias em diferentes caracteres, em grupos zooldgicos distintos
como ¢ observado (GALAN 2000; JEFFERY, STRICKLER & YAMAMOTO 2003;
ROMERO & GREEN 2005). Estes defendem que deve haver alguma vantagem seletiva nesta
regressao, ainda que indireta, como no caso da sele¢do de genes que atuariam em mais de uma
funcdo, por pleiotropia (JEFFERY, STRICKLER & YAMAMOTO 2003). Ou, ainda, a
selecdo de genodtipos variaveis e de mecanismos epigenéticos integrados no desenvolvimento
desses caracteres regressivos, ndo necessariamente envolvendo isolamento alopatrico
(GALAN 2000; ROMERO & GREEN 2005).

A perda de pigmentacdo pode ocorrer ndo apenas devido a fatores genéticos, mas,
também, em fungdo da dependéncia de luz para a agregacdo de pigmentos ou da escassez

destes na dieta (CULLINGFORD 1962). Em crustaceos da ordem Decapoda, despigmentagdo
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¢ constantemente associada a escassez de carotenoides na alimentagao (MAGUIRE Jr. 1961;
WOLFE & CORNWELL 1964).

Embora diversos mecanismos de isolamento possam ocorrer no meio subterraneo, do
mesmo modo como ocorrem em outros ambientes (BARR & HOLSINGER 1985; GALAN
2000; ROMERO & GREEN 2005), o modelo alopatrico de especiagdo ¢ o mais aceito
também para organismos cavernicolas por ser mais parcimonioso (CULVER 1982;

WILKENS 1986).

4.2 A familia Aeglidae

Os crustaceos decapodos da familia Aeglidae pertencem a um unico género atual,
Aegla, Leach 1820 e a dois géneros fosseis. Habitam arroios, riachos, rios, lagoas e cavernas
exclusivamente da parte subtropical e temperada da América do Sul, sendo exce¢do em um
grupo predominantemente marinho, a infraordem Anomura (RODRIGUES & HEBLING
1978; BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; BOND-BUCKUP et al. 2008).

Dentre os trabalhos que buscam explicar a distribui¢do restrita a8 América do Sul e a
conquista do ambiente dulcicola pelos eglideos, destacam-se os realizados por Feldmann
(1984) e Feldmann et al. (1998), com espécies fosseis pertencentes a familia Aeglidae. O
fossil mais antigo (~110 ma), Protaegla miniscula Feldmann, Vega, Applegate & Bishop
1998, foi encontrado no Sul do México, ¢ o mais recente (~75 ma) ¢ o da espécie
Haumuriaegla glaessneri Feldmann 1984, encontrado na Nova Zelandia. Ambos sio
estreitamente relacionados com o género Aegla atual, mas que, no entanto, estavam no estrato
marinho e foram encontrados fora da América do Sul (FELDMANN 1984; FELDMANN et
al. 1998; PEREZ-LOSADA et al. 2004). Atualmente, a hipotese mais aceita pelos estudiosos
¢ que o grupo ¢ originario de ambientes marinhos com adaptagdo e colonizagdo posteriores de
aguas continentais (FELDMANN 1984; MORRONE & LOPRETTO 1994).

Espécies do Pacifico parecem ser as mais primitivas, tendo-se como evidéncias as
espécies fosseis, os padrdes de distribuicao e dados de filogenia molecular. Acredita-se que a
conquista de aguas continentais poderia ter ocorrido por meio de uma transgressdo marinha no
Oceano Pacifico ha cerca de 60 milhdes de anos, e sua distribuicdo endémica pode ser
explicada por meio da integracdo entre dados de filogenia (PEREZ-LOSADA et al. 2004),
paleodrenagem e paleogeografia da América do Sul (LUNDBERG et al. 1998; PEREZ-
LOSADA et al. 2004).
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Estudos de conteudo estomacal e observagdes em laboratorio concluiram que os
eglideos em geral sdo onivoros generalistas € oportunistas, alimentando-se de algas, plantas
vasculares, escamas de peixes, sedimentos, insetos imaturos e outros invertebrados
(BAHAMONDE & LOPEZ 1961; MORACHIOLLI 1994; BUENO & BOND-BUCKUP
2004; CASTRO-SOUZA & BOND BUCKUP 2004). De modo geral, as espécies de Aegla
tém preferéncia por aguas mais frias, com correnteza e bem oxigenadas, o que pode dificultar
a manuten¢do de espécimes em laboratério (RODRIGUES & HEBLING 1978; BUENO &
BOND-BUCKUP 1996).

Morfologicamente, esses crustaceos possuem o quinto par de pereidpodos de tamanho
reduzido e sem fun¢do de locomogao, sendo utilizado para limpeza de apéndices e arejamento
de ovos. A carapaga ¢ achatada dorso-ventralmente e distingue o grupo entre todos os outros
decapodos, uma vez que possui a regido anterior bem mais afilada que a posterior, além de
uma dobra cervical e suturas caracteristicas do género. Além disso, o abdome ndo ¢
totalmente fusionado com a carapaga como ocorre com 0s caranguejos braquiliros, mas se
flexiona em direcdo aos somitos abdominais anteriores. As fémeas se diferenciam dos machos
por possuirem o abdome mais alargado e curto, uma abertura (poro) genital na coxa do
terceiro pereidopodo, e pledpodos bem desenvolvidos nos somitos abdominais. Nos individuos
machos, os pledpodos sao vestigiais (MARTIN & ABELE 1988).

Bueno & Shimizu (2008) e Rocha et al. (2010) compilaram informacdes a respeito do
tempo de incubacgdo, variagdo no tamanho dos ovos e juvenis, e periodos reprodutivos dos
eglideos. Estes autores notaram que ha uma diferenciacdo no padrdo reprodutivo entre
espécies temperadas e subtropicais, com uma tendéncia ao aumento do comprimento do
periodo reprodutivo em latitudes mais elevadas. Tal efeito ¢ possivelmente associado aos
gradientes latitudinais de variabilidade (com base no desvio-padrdo) na temperatura € no
regime de chuvas. O padrdo observado é oposto ao encontrado em decdpodos marinhos
bentonicos e estaria relacionado ao modo como ocorreu a dispersao de alguns clados de
regides temperadas para subtropicais (ver PEREZ-LOSADA et al. 2004) e, em consequencia,
melhor adaptagdo ao ambiente de origem (BUENO & SHIMIZU 2008; ROCHA et al. 2010).

Espécies do género Aegla apresentam supressdo de estadios larvais e a formagdo de
segmentos e apéndices do crustaceo ainda dentro dos ovos (conhecido como desenvolvimento
epimorfico), dos quais eclodem individuos ja em estddio juvenil. Estes ficam por determinado
tempo agarrados aos pledpodos da fémea, tendo-se observado em laboratdrio a existéncia de
cuidado parental (MARTIN & ABELE 1988; MORACHIOLLI 1994; LOPEZ-GRECO et al.

2004). Ao nascer, sdo bastante semelhantes aos adultos, sendo que as principais diferengas
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localizam-se nos epimeros abdominais € na auséncia de caracteres sexuais secundarios, como
a presenca de pledopodos abdominais nas fémeas. Nao ha heteroquelia e o sexo ¢ externamente
indetermindvel nas primeiras fases do desenvolvimento (RODRIGUES & HEBLING 1978).

O desenvolvimento epimorfico pode ser uma caracteristica vantajosa a colonizacdo do
meio subterraneo ja que proporciona maior agilidade para fuga de predadores e procura de
alimentos e capacita os recém nascidos a se alimentarem de uma maior variedade de
alimentos (KAESTNER 1980; CULVER 1982; MAGALHAES & WALKER 1988;
MORACHIOLLI 1994; BUENO & BOND-BUCKUP 1996).

De acordo com IUCN Red List Criteria (IUCN 2001), muitas espécies (36,5% do
total) do género Aegla estio em risco de extingdo devido a agdo antrOpica em aguas
continentais, e acelerada por sua distribuicao restrita (BOND-BUCKUP et al. 2008). Assim,
esfor¢os de conservacao e estudos abrangentes desse género se fazem necessarios.

Em levantamentos realizados nos Parques Estaduais Turistico do Alto Ribeira
(PETAR) e Intervales (PEI), area onde foi realizado este estudo, foi reportada a ocorréncia de
Aegla schmitti e Aegla marginata em trechos subterraneos e epigeos dos rios e das espécies
exclusivamente cavernicolas Aegla cavernicola Tiirkay, 1972, Aegla leptochela Bond-Buckup
& Buckup, 1994 ¢ Aegla microphthalma Bond-Buckup & Buckup, 1994 (BOND-BUCKUP
& BUCKUP 1994; ROCHA & BUENO 2004). Duas novas espécies, possivelmente
troglobias, foram descobertas no nucleo Bulhas d’Agua do PEI, mas sua descrigdo ainda ndo
foi publicada (CAMARGO 2010). Até o momento essas sdo as unicas espécies troglobias da
familia Aeglidae mencionadas na literatura

A biologia reprodutiva, tamanhos populacionais, comportamentos de limpeza,
alimentar, agonistico, reacdo a luz e dieta das espécies ocorrentes na regido foram estudados
por Morachiolli (1994), com excegdo do troglobio mais modificado, A. microphthalma.

Os trogldbios possuem sua distribuicdo restrita a suas localidades-tipo, Caverna
Areias I e I (PETAR) para A. cavernicola, Gruta dos Paiva (PEI) para A. leptochela ¢
Caverna Santana (PETAR) para A. microphthalma, sendo muito vulneraveis a perturba¢des
ambientais (ROCHA & BUENO 2004). Para essas espécies, foram descritas alteragdes
morfoldgicas envolvendo o alongamento de pereidpodos e flagelos das antenas, redugdo de
pigmentagao, menor tamanho de pedunculos oculares e dimensdes reduzidas da conea para A.
leptochela e A. cavernicola. Ainda, ambas as espécies apresentaram modificagdes
comportamentais como fotofobia acentuada, redu¢do de comportamento agonistico € maior
eficiéncia na detec¢do de alimento em comparagdo com as espécies epigeas ocorrentes na

regido. Sobre A. microphthalma, pouco se sabe além de que possui pedinculos oculares
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reduzidos e auséncia completa de cornea e pigmentagdo, principalmente devido a dificuldade
de obtencao de exemplares para estudo e ao insucesso na manuten¢do de exemplares vivos em
laboratorio (BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; MORACHIOLLI 1994).

A. schmitti ¢ a espécie mais abundante e amplamente distribuida na regido do PETAR
(ROCHA & BUENO 2004). Ha registros de capturas em diversos rios epigeos € nas cavernas
de Santana, Temimina II, Agua Suja, Zezo, Calcario Branco (PETAR) e Gruta da Aegla (PEI)
(BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; MORACHIOLLI 1994; ROCHA & BUENO 2004).
Além desses trabalhos, destacam-se os de Teodosio (2007) ¢ Teoddsio & Masunari (2009)
sobre a biologia e estrutura populacional da espécie e o de Trevisan & Masunari (2010) sobre
a distribuicao geografica e variagdo morfométrica, todos com individuos originarios do estado
do Parana.

A espécie A. marginata foi coletada em diversos rios de superficie no PEI e nas
cavernas Gruta da Aegla, Gruta do Tatu, Queijo Suico, Barra Bonita, Agua Luminosa, Arcao,
Bulha D’agua, Jane Mansfield, Fendao, Colorida e Paiva. Nesta ultima, ocorre em simpatria
com o troglobio A. leptochela (BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; MORACHIOLLI 1994;
ROCHA & BUENO 2004). Embora a descri¢ao da espécie ndo seja tdo recente (1994), ainda
ha poucos trabalhos sobre a biologia de A. marginata além do realizado por Morachiolli
(1994). Desses, a maior parte apenas contém citagdes de ocorréncia ou descricdo morfoldgica,
destacando-se Bond-Buckup & Buckup (1994) e Rocha & Bueno (2004).

Ha preocupacdo crescente com os eglideos nessa regido, ja que se constatou uma
reducdo drastica em populagdes dos troglobios Aegla leptochela e A. cavernicola em relagao
ao estudo realizado anteriormente por Morachiolli (1994) (MAIA et al. 2009). Nesse mesmo
trabalho, também foi confirmada a situagdo critica da espécie A. microphthalma, de
ocorréncia extremamente rara desde a década de 70, e cuja recuperagdo pode ser dificultada
pela colonizagdo recente da Caverna Santana por camardes do género Macrobrachium Bate,
1868 (Palaemonidae) (MAIA et al. 2009). Essa situagdo ¢ agravada pelo comprometimento
dos habitats naturais desses crustaceos (MORAES 2003; GIATTI 2004; COTTA, REZENDE
& PIOVANI 2006).
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4.3 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

1) Buscar evidéncias morfoldgicas da existéncia de isolamento reprodutivo em populagdes de
mesma espécie entre diferentes cavernas.

2) Verificar se ha indicios de adaptagdes morfoldgicas a vida em cavernas nas espécies
troglofilas Aegla schmitti e A. marginata.

3) Obter dados para esclarecimento da ecologia e distribui¢do das espécies estudadas.

4) Fornecer subsidios para futuros estudos moleculares.



Materials &
Meétodos
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5 MATERIAIS & METODOS

5.1 Area de estudo

A regido do Vale do Alto Ribeira, sudoeste do estado de Sao Paulo, abrange a area dos
municipios de Iporanga, Apiai e Ribeira, cortados pela Serra do Paranapiacaba. No local estao
preservados trechos da Mata Atlantica, sob a protecdo legal de um conjunto de Unidades de
Conservagdo, sendo que as bacias hidrograficas, os remanescentes de Mata Atlantica e o
patrimonio espeleoldgico representam redutos importantes de biodiversidade no pais (SMA
1997; GIATTI 2004).

Geologicamente inserida no supergrupo Agungui, a regido caracteriza-se pela presenga
de rochas metassedimentares e depositos de sedimentos carbonatados de origem marinha
(evidentes em funcdo da presenca de estruturas biogénicas caracteristicas — os estromatolitos
do género Collenia) depositados em ambiente tectonicamente ativo ¢ datados do Pré-
cambriano Superior (KARMANN & SANCHEZ 1979; BICHUETTE 1998).

Proximo ao municipio de Iporanga, as rochas sdo pertencentes aos subgrupos Lajeado
e Ribeira e possuem litologia composta por filitos, quartzitos, calcarios -cristalinos,
metaconglomerados e metabasitos (KARMANN & SANCHEZ 1979). As rochas calcarias
(metacalcario proterozdico) que atravessam a regido aparecem no solo de forma descontinua,
sob a forma lentes rochosas orientadas no sentido Nordeste-Sudoeste, com larguras variando
entre 1 ¢ 8 km e extensdo de até 20 km (KARMANN & SANCHEZ 1979; GENTHNER,
FERRARI & KARMANN 2003). Intercaladas a essas lentes calcarias, encontram-se rochas
insoliveis como granitos, filitos e quartzitos, originadas por dobramento tectonico
(TRAJANO 1991; BICHUETTE 1998), formando diferentes sistemas de cavernas. O sistema
de fraturas associado ao dique basico de dire¢do NW-SE (Juréassico-Cretaceo) condiciona o
entalhamento do Rio Betari e constitui nivel de base local do sistema carstico na area de
estudo (MELFI, BITTENCOURT & CORDANI 1965; GENTHNER, FERRARI &
KARMANN 2003).

O clima ¢ subtropical umido, sem estacdo seca definida (GUTJAHR 1993;
GENTHNER, FERRARI & KARMANN 2003). Segundo a classificagao climatica de Koppen
(1948), as areas menos elevadas da regido podem ser classificadas como o tipo climatico
“Cfa” (mesotérmico imido sem esta¢do seca, com a temperatura do més mais quente (janeiro)

superior a 22° C ¢ o total de chuvas do més mais seco (julho) superior a 30 mm). Ja as areas
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em altitudes superiores a 700 m enquadram-se no tipo “Cfb” (mesotérmico timido sem
estiagem, em que a temperatura do més mais quente (fevereiro) situa-se entre 10° e 22°C).

A influéncia do clima umido sobre as rochas soluveis caracteriza condi¢des favoraveis
para a dissolug@o do calcario pela dgua percolada. Essa dissolugdo origina redes de condutos e
cavernas, mundialmente conhecidas como carste, no qual a paisagem apresenta aspecto
esburacado em funcdo da dissolucdo das rochas. Nesses locais, a drenagem ocorre
principalmente por vias subterraneas (POULSON & WHITE 1969; LINO 2001).

Evidéncias biogeograficas, paleoclimaticas e paleontologicas sugerem que, durante o
periodo Quaternario, do Plioceno Superior ao Pleistoceno (1,8 milhdes de anos até 12.000
anos atrds aproximadamente), houve alternancia de condi¢cdes ambientais frias e secas com
condi¢des imidas e quentes na América do Sul (AB’SABER 1977; LEDRU 1993; CRUZ et
al. 2005), em periodos de tempo geologico relativamente curto (15.000-20.000 anos)
(AB’SABER 1977; TRAJANO 1995). Tais modifica¢des estariam associadas a movimentos
glacio-eustaticos, ao direcionamento de correntes frias para o continente (AB’SABER 1977) e
a alteracdes no regime hidrolégico promovidas por modificagdes na dire¢do de radiacio solar
(CRUZ et al. 2005), e teriam promovido expansdes e retragdes sucessivas de formagdes
abertas de climas secos (AB’SABER 1977).

Durante os periodos de clima seco, alguns rios podem ter se tornado intermitentes
devido ao rebaixamento dos lengois fredticos, com corpos d’agua isolados correspondentes ao
afloramento desse lencol fredtico (AB’SABER 1977; TRAJANO & BRITSKI 1992).
Estimativas do tempo de isolamento do bagre cavernicola Pimelodella kronei (Ribeiro, 1907)
remetem ao Pleistoceno, €poca em que tais alteragdes de drenagem teriam ocorrido
(TRAJANO & BRITSKI 1992). Ainda, o tragado aproximado da antiga rede de drenagem
superficial sobre as rochas mostra que algumas drenagens da regido sofreram desvios em
funcdo do aumento gradativo da capacidade de drenagem subterrdnea nas rochas calcarias
(KARMANN 1994). Essas caracteristicas, aliadas ao soerguimento de rochas insoltiveis entre
cavernas anteriormente conectadas, podem ser fatores de isolamento alopétrico, o que faz
dessa regido uma area interessante para investigacdes evolutivas (TRAJANO 1991; 1995).

Este trabalho foi realizado em parte de dois parques estaduais, o Parque Estadual

Turistico do Alto Ribeira (PETAR) e o Parque Estadual Intervales (PEI) (Fig. 1).
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Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR):

Criado em 1958 (Decreto 32.283 de 19/05/1958), esse Parque Estadual abrange terras
dos municipios de Apiai e Iporanga, com um total de 35.712 hectares (SMA 2006). Toda a
area do parque ¢ drenada pelas bacias dos rios Betari, Iporanga e Pildes. O relevo ¢
montanhoso, com altitudes topograficas de cerca de 700 m, e o clima ¢ considerado como
transicdo entre o clima quente de latitudes baixas e o temperado mesotérmico de latitudes
médias, tipico da regido Sul, com médias térmicas anuais em torno de 20 a 22°C
(KARMANN & FERRARI 2002).

Na area do parque e arredores, ocorrem cerca de 500 cavernas, cuja formagao ¢
facilitada pela presenga de rochas calcarias pertencentes as quatro lentes citadas
anteriormente, que atravessam a regido do PETAR e duas que atravessam o PEI (Fig. 2).
Essas rochas carbonaticas, uma vez dissolvidas, originam as cavidades subterraneas e grande
diversidade de espeleotemas (TRAJANO 1991; BICHUETTE 1998; KARMANN &
FERRARI 2002).

Por esse motivo, o parque ¢ bastante visitado por turistas e isso, aliado a pratica de
despejo de esgotos sem tratamento, exploracdo de minérios e agricultura, tem contribuido
para sua degradacdo (MORAES 2003; GIATTI 2004; COTTA, REZENDE & PIOVANI
2006). Segundo dados da CETESB (1991), a concentracdo de mercurio no sedimento do Rio
Betari alcangava o dobro do valor recomendado no periodo avaliado. No trabalho de Moraes
(2003), constatou-se a presenca de residuos de agroquimicos em tecidos de peixes
Siluriformes, sedimentos e agua. Residuos de metais pesados em teores potencialmente
perigosos de chumbo (Pb), cddmio (Cd), zinco (Zn) e prata (Ag) foram encontrados nos
tecidos dos peixes e sedimento, além de cobre (Cu) no sedimento, em estudo mais recente

(COTTA, REZENDE & PIOVANI 2006).

Parque Estadual Intervales (PEI):

O Parque Estadual Intervales ¢ uma Unidade de Conservagdo Estadual (Decreto
40.135 de 08/06/1995), localizada a 270 km da cidade de Sao Paulo, abrangendo uma area
aproximada de 46.000 hectares, nos municipios de Iporanga, Eldorado Paulista, Sete Barras e
Ribeirdo Grande, regido do Vale do Ribeira, estado de Sdo Paulo. Faz divisa com outras
Unidades de Conservacdo, incluindo o PETAR, formando o continuo ecologico de

Paranapiacaba, um corredor de Mata Atlantica com mais de 120.000 hectares de area (SMA
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2006; SALLUN & SALLUN FILHO 2009). Intervales ¢ considerada a regido mais alta do
Vale do Alto Ribeira, chegando a 1150 m nas por¢des mais elevadas (SMA 1996). Nesses
locais, o clima ¢ temperado imido, com temperatura média anual de aproximadamente 17°C
(GNASPINI-NETTO & TRAJANO 1992; BICHUETTE 1998).

Na area, predominam filitos, corpos granitoides ¢ metacalcarios (marmores), estes
dando origem as duas lentes calcarias que atravessam a regido (CAMPANHA 2003),
correspondentes a uma bifurca¢do da lente que se estende para Sudeste no Vale do Betari e
em Espirito Santo-Caboclos (PETAR), formando um sistema carstico com varias cavidades
subterraneas.

Embora no interior de ambos os parques seja expressamente proibida a atividade
minerdria, esta ocorre nos arredores, principalmente em fun¢do da presenca de bens minerais
como areia, argila, calcario, chumbo, filito, turfa, cianita, feldspato, fluorita, ouro, pirita e

prata (CPRM 2006; SALLUN & SALLUN FILHO 2009)

5.2 Obten¢éo de material bioldgico

Os exemplares estudados foram obtidos por empréstimos de colecdes cientificas do
Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo (MZUSP) e Laboratério de Estudos de
Eglideos do Departamento de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (LEEUSP), além de
amostragens realizadas nos meses de marco, abril, outubro e novembro de 2009 e agosto de
2010 (Fig. 3 e 4). Nesse ultimo caso, as capturas foram feitas com auxilio de redes de mao e
armadilhas do tipo covo (Fig. 5), utilizando sardinhas em lata como iscas atrativas. As
armadilhas foram colocadas arbitrariamente ao longo do curso dos rios, rente ao fundo entre
as rochas, sempre com a boca a jusante e permanecendo assim até o dia posterior. Locais sem
registro de ocorréncia de espécies de Aegla também foram amostrados.

A seguir estao listados os exemplares examinados em colegdes cientificas (0s numeros

referem-se ao registro dos exemplares nas respectivas colegoes).

- Rio Betari (PETAR).
A. schmitti: MZUSP 8.273; MZUSP 13.625; LEEUSP 010; LEEUSP 026; LEEUSP 259;
LEEUSP 260, LEEUSP 261; LEEUSP 262; LEEUSP 263; LEEUSP 266; LEEUSP 267.
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- Caverna de Santana (PETAR) (Fig. 6).

A. schmitti: MZUSP 7.407; MZUSP 8.990"; MZUSP 13.570"; MZUSP 13.572"; MZUSP
13.577"; MZUSP 13.623; MZUSP 13.927.

A. microphthalma: MZUSP 7.312; MZUSP 7.408; LEEUSP 032; LEEUSP 117, LEEUSP
118.

- Gruta Temimina II (PETAR).
A. schmitti: MZUSP 7.321; MZUSP 9.771.

- Gruta Agua Suja (PETAR) (Fig. 7).
A. schmitti: MZUSP 7.411; MZUSP 7.323.

- Sistema Areias (PETAR).
A. cavernicola: MZUSP 7.318; MZUSP 7.412; MZUSP 7.413; MZUSP 8.271; MZUSP
13.547; MZUSP 13.548; MZUSP 15.164; LEEUSP (nao tombado, 3 machos).

- Gruta dos Paiva (PEI).

A. marginata: MZUSP 9.779; MZUSP 13.537; LEEUSP 007; LEEUSP (ndo tombado, 1
macho).

A. leptochela: MZUSP 7.406; MZUSP 13.530; MZUSP 15.093; LEEUSP 001; LEEUSP 005;
LEEUSP 008; LEEUSP 018; LEEUSP 019; LEEUSP 034; LEEUSP 046; LEEUSP 049;
LEEUSP 062.

- Gruta Colorida (PEI).
A. marginata: MZUSP 9.780; MZUSP 9.781; MZUSP 13.539; MZUSP 15.101; LEEUSP 011
LEEUSP 045.

- Gruta Barra Bonita (PEI).
A. marginata: MZUSP 13.541; LEEUSP 025; LEEUSP 057; LEEUSP 064.

- Gruta Agua Luminosa (PEI).
A. marginata: MZUSP 13.540.

* . .
Exemplares obtidos no rio fora da caverna.
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- Fendao (PEI).
A. marginata: LEEUSP 050.

- Jane Mansfield (PEI).
A. marginata: LEEUSP 065; LEEUSP 066.

Segue uma relagdo dos rios epigeos e cavernas amostradas no presente estudo. Os
numeros entre parénteses se referem ao nimero do cadastro da caverna no Cadastro de
Cavidades Naturais da Sociedade Brasileira de Espeleologia (SBE 1991) e as coordenadas
geograficas, quando disponiveis.

PETAR: Rio Betari ' (24°31°14”S 48°41°43”0), Temimina I' (SP-060 24°23°16,5”S
48°34°16,5”0), Temimina IT ' (SP-061 24°23°S 48°34°0), Caverna de Santana ' > (SP-041
24°31°517S 48°42°06”0), Gruta Agua Suja ' (SP-025 24°31°25”S 48°42°27°0), Ressurgéncia
do Cérrego Seco (SP-049 24°57°85,3”S 48°62°86,5”0), Ressurgéncia das Areias de Agua
Quente’ (SP-016 24°33°51”S 48°40°14”0), Gruta do Betari de Baixo (SP-47 24°34’S
48°37°0), Gruta do Alambari de Baixo (SP-12 24°33°24”S 48°39°55”0), Caverna do Morro
do Couto (SP-20 24°31°58”S 48°41°55”0), Gruta das Aranhas (SP-113 24°26°S 48°35°0),
Caverna Agua Sumida (SP-193 24°27°42”S 48°36°44”0), Gruta Desmoronada (SP-074
24°24°16”S 48°32°44°0) e Gruta Ouro Grosso (SP-054 24°33°S 48°41°0).

PEI: Rio Pildes (24°48°78”S 48°48°30”0), Rio da Bocaina® (24°16°20”S 48°27°150),
Gruta Colorida® (SP-129; 24°16°13”’S; 48°25°09°°0), Gruta do Fenddo' (SP-239;
24°16°11°°S; 48°26°55°0), Gruta da Pescaria (SP-10 24°27°7.5”S 48°33°3.570), Gruta Jane
Mansfield * (SP-237 24°16°S 48°27°0), Gruta do Fogo (SP-236 24°16’S 48°26° O), Gruta do
Minotauro (SP-247 24°15°S 48°27°0), Gruta do Tatu * (SP-233 24°16’S 48°25° O).

Em sequéncia, os individuos obtidos foram sacrificados sob refrigeracao e
conservados em 4lcool 70%, etiquetados individualmente e mensurados quanto ao
comprimento da carapaga (incluindo o rostro), maior largura da carapaca, comprimento pré-
cervical (incluindo o rostro), largura pré-cervical e comprimento e altura de ambos os

quelipodos (nos exemplares coletados) (Fig. 8). As medidas foram tomadas com paquimetro

" Registro de ocorréncia de Aegla schmitti segundo Bond-Buckup & Buckup 1994; Morachiolli 1994 ¢ Rocha &
Bueno 2004.

% Registro de ocorréncia de A. microphthalma (Op. cit.).

* Ocorréncia de A. cavernicola (Op. cit.).

* Ocorréncia de A. marginata (Op. cit.).
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digital de precisao 0,01 mm. J& os exemplares provenientes de colecdes foram identificados
com o numero de tombo e sexo na propria fotografia (uma vez que nao poderiam ser
individualizados em outros frascos).

A identificacdo dos espécimes coletados foi realizada com base em Bond-Buckup &
Buckup (1994) e posteriormente confirmada pelo professor Dr. Sérgio L. S. Bueno, do
Laboratorio de Estudos de Eglideos da Universidade de Sao Paulo (LEEUSP). Os unicos
individuos de espécies troglobias obtidos eram provenientes das colegdes e, mesmo assim, em
numero insuficiente para analises morfométricas. Por esse motivo, esta dissertagcdo
contemplou somente a espécie Aegla schmitti nas analises de morfometria geométrica.

De acordo com Teoddsio (2007), determinou-se para A. schmitti que individuos
adultos machos possuiam comprimento de carapaca a partir de 17,5 mm e as fémeas adultas a
partir de 18,1 mm. No caso de A. marginata, consideramos como juvenis as fémeas sem
pledpodos desenvolvidos; os machos foram classificados como juvenis ou adultos de acordo
com o tamanho aproximado e aparéncia geral. Essa distingao ¢ complicada nesse caso, ja que
ndo ha estudos determinando tamanho de maturidade sexual da espécie e ndo capturamos
nenhuma fémea ovigera.

Os espécimes obtidos foram fotografados com camera marca SONY modelo DSC-H7
com 8.0 megapixels de resolugao, alinhados ao plano da cadmera pela regido dorsal por meio
de pedagos de E. V. A. (etileno-acetato de vinila) inseridos sob o pléon. Somente individuos

adultos foram analisados.

5.3 Analise dos dados:

As variagdes na forma do cefalotérax de A. schmitti foram estudadas por meio de
morfometria geométrica (BOOKSTEIN 1991; ROHLF & MARCUS 1993; MONTEIRO &
REIS 1999; ADAMS, ROHLF & SLICE 2004; ZELDITCH et al. 2004), um conjunto de
técnicas baseadas na andlise do contorno de estruturas ou do estabelecimento de pontos
anatomicos de referéncia que possam ser reconhecidos como os mesmos (homoélogos) em
todos os espécimes estudados (MONTEIRO & REIS 1999; ZELDITCH et al. 2004).

Forma ¢ definida como toda informag¢do geométrica que permanece quando
localizagdo escala e efeitos rotacionais sdo removidos de um objeto (KENDALL 1977,
ZELDITCH et al. 2004). As técnicas de morfometria geométrica permitem a remocao desses

descritores indesejaveis das variaveis de forma e, assim, a obtencdo de informagdes sobre a
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localizagdo espacial da variacao morfologica (ADAMS, ROHLF & SLICE 2004; ZELDITCH
et al. 2004).

M¢étodos comumente utilizados em morfometria baseiam-se na covariagdo entre pares
de medidas lineares (ASTUA DE MORAES 2004), com a desvantagem de conter
informagdes sobre tamanho e perder informagdes sobre as relagdes espaciais entre medidas
(ZELDITCH et al. 2004). Os métodos de morfometria geométrica capturam maiores
informagdes sobre a forma dos organismos do que poderia ser obtido por meio de
morfometria tradicional (sensu MARCUS 1990) (ROHLF 2003; ASTUA DE MORAES
2004).

A técnica escolhida para o presente estudo se baseia em pontos de referéncia ou
marcos anatdmicos homologos, selecionados pela sua capacidade de cobrir a forma do
cefalotorax dos organismos fotografados (HINGST-ZAHER & ASTUA DE MORAES,
2003). Nas analises baseadas em pontos de referéncia, os marcos anatdmicos escolhidos, em
duas ou trés dimensdes, geram coordenadas cartesianas. Estas ainda contém informagdes nao
relacionadas a forma, que devem ser removidas matematicamente (ADAMS, ROHLF &
SLICE 2004) antes que as andlises de forma sejam realizadas nessas coordenadas.

Os marcos selecionados sdo do tipo I (justaposi¢do de tecidos), II (pontos de maxima
curvatura) e III (pontos extremos) segundo a classificacdo de Bookstein (1991) e sdo
coplanares. A escolha dos pontos ocorreu de acordo com sua capacidade de determinar o
contorno da forma geral do cefalotorax e por sua utilizagdo em outros trabalhos com Aeglidae
(GIRI & COLLINS 2004; GIRI & LOY 2008).

O programa TPSUtil versao 1.44 (ROHLF 2009) foi utilizado para conversao dos
arquivos de imagens para o formato “.tps”. Para a obtencdo das coordenadas homologas, foi
utilizado o programa TPSDig 2 versao 2.12 (ROHLF 2008 a). Durante a marcacdo dos
pontos, também foi realizada a transformacdo dos pixeis da fotografia em milimetros por
meio da geragdo de um fator de escala para cada imagem usando, para isso, uma escala
inserida na fotografia. Todas as andlises posteriores foram feitas utilizando o fator de escala.

Devido a utilizagdo de marcos anatdémicos do tipo III, que podem ser deficientes
quanto a homologia (MONTEIRO & REIS 1999), verificamos a repetibilidade dos marcos
anatomicos escolhidos, ou seja, se estes podem ser marcados e remarcados sem erros
(ZELDITCH et al. 2004). A repetibilidade foi testada por meio da repeti¢ao por trés vezes da
marcacdo de pontos em 30 fotografias e Analise de Variancia (ANOVA) nas coordenadas dos
espécimes alinhados por Superposicdo Ortogonal pelos Quadrados Minimos (GPA)
(BOOKSTEIN 1986).
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Para reduzir a influéncia de variagdes devido a assimetria dos espécimes e evitar a
inflacdo dos graus de liberdade, j4 que as coordenadas de ambos os lados nao sdo
independentes (ASTUA DE MORAES 2004; ZELDITCH et al. 2004), foi realizada a
simetrizagdo de cada configuracdo de pontos segundo descrito em Mardia, Bookstein &
Moreton (2000), por meio da multiplicagdo de cada coordenada dos pontos x por -1. A seguir,
calcula-se uma configuragdao de consenso entre os marcos anatomicos originais e os refletidos
sobrepostos por Superposi¢do Ortogonal pelos Quadrados Minimos (BOOKSTEIN 1986),
para cada espécime. Esses procedimentos foram realizados no programa R versdo 2.11 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM 2009), e as analises subseqiientes foram feitas utilizando as
coordenadas transformadas.

Os métodos de morfometria geométrica se baseiam no espaco da forma de Kendall,
um espago bidimensional curvo onde cada forma (o conjunto de marcos anatdmicos em cada
espécime estudado, chamada de configuracdo de pontos) € representada por um ponto apds a
remog¢ao dos parametros indesejaveis feita por um método de superposi¢ao. No espago da
forma de Kendall, as distincias sdo geodésicas, geralmente medidas em radianos, chamadas
Distancia de Procrustes (MONTEIRO & REIS 1999; ASTUA DE MORAES 2004).

Para serem analisadas por métodos estatisticos lineares, as configuragcdes sao
aproximadas para distancias euclidianas (MONTEIRO & REIS 1999) por meio da projecdo
das distancias de procrustes em um espago linear tangente, de modo que as distancias lineares
entre pares de pontos correspondam a projecdes das distdncias de procrustes originais. Na
pratica, se a variacao de forma for pequena, as projegdes no espago linear podem ser boas
estimativas das distancias de Procrustes (ASTUA DE MORAES 2004). As anélises
estatisticas aplicadas sdo necessariamente multivariadas em fun¢ao de a forma do organismo
ser representada por toda a configuragao de pontos (ZELDITCH et al. 2004).

A remocdo dos parametros indesejaveis e a representagdo dos espécimes no espago da
forma de Kendall sdo feitos por meio de diferentes métodos de superposicdo de marcos
anatomicos. Neste trabalho, utilizamos o programa TPSRelw versdo 1.46 (ROHLF 2008 b)
para esse fim, e o método escolhido foi Superposicdo Ortogonal pelos Quadrados Minimos
(BOOKSTEIN 1986).

De acordo com esse método, o centro da configuracdo de pontos de cada espécime ¢
calculado (= centroide, vetor correspondente as médias das coordenadas X e Y de todos os
pontos marcados em cada fotografia, ZELDITCH et al. 2004). O tamanho de centroide

(definidos pela raiz quadrada da soma ao quadrado das distidncias entre os marcos anatdomicos
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e o centroide) (MONTEIRO & REIS 1999) também ¢ calculado, originando uma medida de
tamanho que ¢ matematicamente independente da forma (ZELDITCH et al. 2004).

A sobreposi¢do de marcos anatdomicos ocorre por meio de iteragdes repetidas. Uma
das formas ¢ escolhida aleatoriamente, e todas as demais sdo sobrepostas a ela pelo centroide
(translagdo), colocadas em escala igualando-se os tamanhos de centroide (escalonamento) e
rotacionadas até que sejam minimizados os quadrados das distdncias entre os pontos
correspondentes entre cada forma e a referéncia (rotacdo) (GOWER 1975; ROHLF & SLICE
1990; ADAMS, ROHLF & SLICE 2004; ASTUA DE MORAES, 2004).

A média de todas essas configuragdes ¢ calculada, e o processo de superposicdo ¢
repetido, utilizando essa nova média calculada até que ndo ocorra mais nenhuma diminuig¢ao
significativa nas distancias de procrustes entre as configuragdes. A configuragdo média obtida
por esse processo ¢ chamada de Referéncia, Configuragdo Tangente ou Configuragdo de
Consenso, e os espécimes sao comparados entre si em relacdo a ela. Essa configuragdo
determina o ponto de tangéncia entre o espaco da forma de Kendall e o subespago linear.
(MONTEIRO & REIS 1999; ASTUA DE MORAES 2004).

No mesmo programa (TPSRelw versao 1.46, ROHLF 2008 b), ¢ construida uma
matriz com as distdncias entre os pontos de referéncia correspondentes utilizados,
denominada matriz da energia de deformacao, que delimita as deformagdes possiveis para a
forma de referéncia ao descrever um subespago tangente linear onde serdo estudadas as
variagdes de forma. Os autovetores dessa matriz sdo chamados deformagdes principais. Cada
autovetor descreve uma possivel mudanga de forma aplicavel a referéncia (MONTEIRO &
REIS 1999).

Em sequéncia, as coordenadas dos marcos anatdmicos de cada individuo sdo
projetadas nas deformacgdes principais, a fim de serem comparadas com a forma de referéncia.
Essa projecao origina escores ou pesos que ponderam quanto de cada deformagao principal €
necessario para realizar a deformagdo da referéncia no alvo. Aos vetores de pesos
denominamos deformagdes parciais, que sdo caracteristicas de cada individuo, € o conjunto
dessas deformagdes parciais resulta na matriz W (matriz de pesos), que ¢ a matriz dos escores
de deformagdes parciais, onde € possivel a aplicacdo de estatistica multivariada (MONTEIRO
& REIS 1999; ASTUA DE MORAES 2004).

Uma Andlise de Deformagdes Relativas ¢ realizada, utilizando o mesmo programa.
Essa analise ¢ semelhante a uma Andlise de Componentes Principais nos escores de
deformagdes parciais (matriz W), mas possibilita a representacdo grafica das deformagdes

possiveis para a forma de referéncia e, ainda, permite alterar o peso exponencial usado no
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calculo da matriz W e das deformacdes parciais, denominado parametro o. Valores de a = 1
ddo mais énfase a transformagdes que ocorrem em larga escala espacial e valores de o = -1 a
transformagoes localizadas. Para este estudo, optamos por manter o valor de a = 0, em que
todos os marcos anatomicos possuem o mesmo peso, ideal para investigagcdes exploratorias
(ROHLF 1993; MONTEIRO & REIS 1999; ASTUA DE MORAES 2004).

Posteriormente, os dados das deformacgdes relativas (matriz S’) foram submetidos a
NPMANOVA (ANDERSON 2001). Tanto a matriz W quanto a matriz S’ podem analisadas
como varidveis comuns (MONTEIRO & REIS 1999), mas utilizamos a matriz S’ em
consequéncia do procedimento de simetrizagdo, em que informagdes redundantes geram
autovalores iguais a zero. Por esse motivo, selecionamos apenas os autovalores diferentes de
zero nas analises. Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Past
versdao 2.01 (HAMMER et al. 2001).

Com objetivo de facilitar a visualizacdo das diferencas relativas entre as populagdes
avaliadas, utilizamos o método de flexdo de placas finas, baseado na metafora fisica da flexdo
de uma placa de metal de espessura desprezivel e infinitamente grande (BOOKSTEIN 1989;
ZELDITCH et al. 2004). Sobre a placa sdo marcados os pontos da configurag¢do de referéncia
e abaixo dela estd a configuracdo alvo, na qual pretendemos transformar a referéncia
(MONTEIRO & REIS, 1999). A funcao de deformagdes mapeia os pontos correspondentes e
deforma a placa com a referéncia em relagdo a configuracdo alvo, permitindo a visualizagdo
de transformagdes entre marcos anatdmicos por meio de grades de deformacdes inspiradas em
Thompson (1917) (ZELDITCH et al. 2004; ASTUA DE MORAES 2004). As analises de
deformacdes foram feitas no programa Morpheus versdo beta (SLICE 2002), utilizando as
configuracdes de consenso das populacdes a serem comparadas.

Todos os programas de computador utilizados para as andlises estdo disponiveis
gratuitamente na rede mundial de computadores e encontram-se citados na secdo de

referéncias.
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Figura 1 Localizagdo dos Parques Estaduais Turistico do Alto Ribeira (PETAR) e Intervales
(PEI) no estado de Sao Paulo. Modificado de Sallun & Sallun Filho (2009).
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Figura 2 Localizagdo das lentes calcarias (em azul) nos limites dos Parques Estaduais
Turistico do Alto Ribeira (PETAR) e Intervales (PEI). Modificado de Sallun & Sallun Filho
(2009).
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Figura 3 Cavernas e rios do Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR) em que
foram obtidos exemplares do género Aegla. As lentes calcarias estdo marcadas em azul e os
nimeros se referem ao cadastro da caverna no Cadastro de Cavidades Naturais da Sociedade
Brasileira de Espeleologia (SBE 1991): SP-016 = Gruta Ressurgéncia das Areias de Agua
Quente; SP-018 = Gruta das Areias de Cima; SP-019 = Gruta das Areias de Baixo; SP-025 =
Gruta da Agua Suja; SP-041 = Caverna de Santana; SP-060 = Gruta do Temimina I; SP-061
= Gruta do Temimina II. Modificado de Bichuette (1998) e Campanha (2003).
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Figura 4 Cavernas do Parque Estadual Intervales em que foram obtidos exemplares do género
Aegla. As lentes calcarias estdo marcadas em azul e os numeros se referem ao cadastro da
caverna no Cadastro de Cavidades Naturais da Sociedade Brasileira de Espeleologia (SBE
1991). SP-271 = Gruta Barra Bonita; SP-239 = Gruta do Fendao; SP-237 = Gruta Jane
Mansfield; SP-042 = Gruta dos Paiva; SP-129 = Gruta Colorida; SP-233 = Gruta do Tatu;
SP-307 = Gruta Agua Luminosa. Modificado de Pellegatti-Franco (1997).
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Figura 5 Colocagdo dos covos em trecho do Rio Betari. Imagemcedida por Adriano
Gambarini.
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Figura 6 Trecho do Rio Roncador no interior da Caverna de Santana. Fotografia de Adriano

Gambarini.



44

»




45

CcC CPC

Y

CPQ

Figura 8 Esquema das medidas tomadas no exemplares do género Aegla coletados. LPC =
largura pré-cervical;, CPC = comprimento pré-cervical; CPO = comprimento dos pedunculos
oculares; CC = comprimento do cefalotérax; LC = maior largura do cefalotorax; APQ =
maior altura do prépodo quelar; CPQ = comprimento do prépodo quelar.
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RESUMO

A espécie Aegla schmitti, abundante em riachos epigeos na Bacia do Alto Ribeira, SP,
Brasil, possui raros registros de capturas em cavernas. Com objetivo de avaliar se esses
individuos sdo acidentais ou se ja estdo estabelecendo populagdes no ambiente hipogeo e,
ainda, buscar relagdes entre as variacdes de forma desses organismos e indicios de adaptagdes
ao meio subterraneo, analisamos a varia¢ao da forma do cefalotérax por meio de morfometria
geométrica baseada em marcos anatdomicos. Os individuos provenientes da Caverna Santana
sdo morfologicamente distintos, a despeito da proximidade com o rio Betari. Os resultados
obtidos sdo evidéncias de que a espécie € capaz de explorar e, possivelmente, completar seu
ciclo de vida em cavernas, constituindo espécie trogléfila. Ainda, podem sugerir selegdo de
ecotipos ou fenodtipos ambientalmente induzidos relacionados a vida em meio subterraneo.

Palavras-chave: cavernas; ecotipos; epigeo; morfotipos, variagdo da forma.
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ABSTRACT

The species Aegla schmitti, abundant in epigean streams in the Upper Ribeira Basin,
southeastern Brazil, has few records in caves. In order to evaluate whether these individuals
are accidental or if populations are already established in cave streams and, also, looking for
shape-related evidences of adaptations to the subterranean domain, we assessed shape
variations of the carapace by means of landmark-based geometric morphometrics. Santana
Cave individuals were morphologically distinct from epigean ones, despite the proximity to
the Betari River. The results are evidences that the species is able to explore and, possibly,
complete its life cycle in the subterranean environment, being a troglophile. Also, it may
suggest ecotypes selection or environmentally induced phenotypes related to hypogean
environment.

Keywords: caves; ecotypes; epigean; morphotypes; shape variation.

INTRODUCTION

The family Aeglidae Dana, 1852 is presently considered comprising to two extinct and
a single extant genus, Aegla Leach, 1820, endemic to continental waters of southern South
America (Martin & Abele, 1988). The larval stages suppression as well as appendages and
segments formation still inside the eggs (epimorphic development) (Martin & Abele, 1988),
the generalist omnivorous habit (Bond-Buckup & Buckup, 1994), and the existence of
maternal care (Martin & Abele, 1988; Lopez-Greco, et al. 2004) possibly allowed success in
colonizing the subterranean environment. These character states probably acted minimizing
the risks related to predation and drift in the early stages of development and enabling
survival in food scarce environments (Kaestner, 1980; Magalhaes & Walker, 1988; Bueno &

Bond-Buckup, 1996).
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The degree in which Aegla is capable of exploring and colonizing hypogean (=
subterranean) streams is variable among species. Five species were described in Parque
Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR) and Parque Estadual Intervales (PEI) areas, Sao
Paulo State, southeastern Brazil (Rocha & Bueno, 2004). Two of them, Aegla marginata
Bond-Buckup & Buckup, 1994 and Aegla schmitti occur in epigean as well as in subterranean
environment and, possibly, are capable of establishing viable populations in both, thus being
troglophiles (Morachiolli & Trajano, 2002), though long term studies are lacking. Three other
species, Aegla cavernicola Tiirkay, 1972, Aegla leptochela Bond-Buckup & Buckup, 1994,
and Aegla microphthalma Bond-Buckup & Buckup, 1994 are troglobites, thus bearing
character states related to life restricted to subterranean environment (Morachiolli & Trajano,
2002; Rocha & Bueno, 2004). Their distribution is restricted to type-localities Areias I and II,
Paiva and Santana Caves, respectively (Rocha & Bueno, 2004). Two new species, still under
description, were recently discovered in Bulhas d’ Agua, PEL These ones possibly are
troglobites, one of them with reduced eyes (Camargo, 2010).The biology of the troglobites
and facultative cavernicoles in the area was studied by Morachiolli (1994), in an unpublished
MSc dissertation including populational sizes, occurrence and behaviour.

Little is known about the biology of A. marginata since its description. Besides
Morachiolli (1994), other studies usually are limited to its morphological description (Bond-
Buckup & Buckup, 1994) or occurrence (Rocha & Bueno, 2004). A. schmitti is the most
abundant and widely distributed in the study area (Rocha & Bueno, 2004). Recently, the
biology, populational structure, and geographical distribution of A. schmitti were studied by
Teodoésio (2007), Teododsio & Masunari (2009) and Trevisan & Masunari (2010),
respectively. Depigmented specimens of both species were mentioned by Morachiolli (1994)

in subterranean environment.
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The development of troglomorphisms probably results from initial colonization of
caves by epigean, with establishment of troglophile (facultative cavernicoles) populations
(Barr, 1967), followed by vicariant events interrupting gene flow with epigean individuals
(Culver, 1982; Wilkens, 1986; Trajano, 1995). Under selective regime associated to genetic
drift and founder effect (founder principle, Mayr, 1942), character states associated to life
exclusively in subterranean environments could rapidly evolve (Barr, 1967; Barr & Holsinger,
1985). If the divergence time was sufficient to result in reproductive isolation, epigean and
subterranean species may coexist without introgressing (Trajano 1995). Authors as Galan &
Herrera (1998) and Romero & Green (2005) also discussed the possibility of speciation as a
result of selective pressures in hypogean conditions, not necessarily involving allopatric
isolation mechanisms.

Landmarks-based geometric morphometrics consists of shape analysis by means of
anatomical reference points, after eliminating effects of non-shape variation (position,
orientation and scale of specimens) (Adams, 1999; Giri & Loy, 2008). These techniques have
been successfully applied in papers with subterranean organisms as Reis et al. (2006) in
epigean and subterranean populations of armoured catfishes Ancistrus cryptophthalmus Reis,
1987 and subterranean Rhamdiopsis krugi, Bockmann & Castro, 2010 (B. Rantin, pers.
comm.). Both studies associated population divergences to isolation patterns between fish
populations occurring in different cave systems (A. cryptophthalmus) or different limestone
lenses (R. krugi).

Although geometric morphometrics studies with Aegla species have already been
published focusing interspecific differences (Giri & Collins, 2004) and quantifying sexual
dimorphism, habitat type and species interaction influences in the shape of these organisms

(Giri & Loy, 2008), papers related to subterranean populations have not been published yet.
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There is a need for investigating the colonization of subterranean domain in as much
its populations may be isolated from epigean ones. With the purpose of elucidating if A.
schmitti is capable of establishing subterranean populations and if there is morphological
differences associated to colonization of this environment, individuals of this species were

assessed for shape variations using landmark-based geometric morphometrics.

MATERIALS AND METHODS

The loans of individuals under study were obtained from Museu de Zoologia from
Universidade de Sao Paulo (MZUSP) and Laboratério de Estudos de Eglideos from
Universidade de Sao Paulo (LEEUSP) scientific collections. Additionally, collections were
made in March, April and October 2009 and August 2010, in subterranean and epigean stream
reaches located at Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR) karstic area, Sao Paulo
State, southeastern Brazil (Fig. 1). In the last case, captures were made by means of hand nets
and covo traps, using sardines or liver as baits.

The sampled localities were: Betari River (24°31°14”S and 48°41°43”W, in a stream
reach immediately downstream the outflow of the resurgence of Santana Cave river) and
Santana Cave (SP-041 24°31°51”’S and 48°42°06”W), Temimina II Cave (SP-061 24°23’S and
48°34°W) and Agua Suja Cave (SP-025 24°31°25”S and 48°42°27”W). The numbers in
parenthesis refers to the cave number in the Cadastro de Cavidades Naturais da Sociedade
Brasileira de Espeleologia (SBE, 1991) and geographical coordinates, respectively.

Individuals of A. schmitti were captured only in Betari River and Santana Cave and
deposited in the scientific collection of Laboratorio de Estudos Subterraneos, Universidade
Federal de Sao Carlos — UFSCar (Loans 1038 and 1039).

Examined material: Betari River (MZUSP 13.625; MZUSP 8.273; LEEUSP 10;

LEEUSP 26; LEEUSP 259; LEEUSP 260, LEEUSP 261; LEEUSP 262; LEEUSP 263;
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LEEUSP 266; LEEUSP 267); Santana Cave (MZUSP 7.407; MZUSP 13.623; MZUSP
13.927); Temimina II Cave (MZUSP 7.321; MZUSP 9.771); Agua Suja Cave (MZUSP 7.323;
MZUSP 7.411).

In total, the analyzed individuals of A. schmitti were: 24 males and two females from
Santana Cave; 84 males and 50 females from Betari River; two males and two females from
Temimina II Cave and three females from Agua Suja Cave. The last two localities were not
analyzed because of the small sample size.

The species identification was done by C. S. Fernandes, based on Bond-Buckup &
Buckup (1994), and later confirmed by Dr. Sérgio L. S. Bueno, from Laboratério de Estudos
de Eglideos from Universidade de Sao Paulo (LEEUSP). Following Teodosio (2007), we
considered that the adult males had carapace length up to 17.53 mm and adult females up to
18.10 mm.

The obtained specimens were oriented by dorsal region and, then, photographed using
a digital camera (SONY-H7). The images were converted to TPS format with TPSUtil version
1.44 (Rohlf, 2009) and the homologous coordinates were obtained using TPSDig 2 version
2.12 (Rohlf, 2008 a). A total of 11 landmarks were digitized on each specimen (Fig. 2) and
pixels were transformed in millimetres by means of a scale inserted in the picture. Also, the
repeatability of the landmarks was checked by means of Analysis of Variance (ANOVA) in
Generalized Procrustes Analysis (GPA, Bookstein, 1986) aligned coordinates of 30 images,
marked three times.

Subsequently, each configuration was submitted to a symmetrization procedure, as
described in Mardia et al. (2000), to reduce the influence of variations related to asymmetry.
It was done creating a reflected configuration, by multiplying the x coordinate of the

landmarks by — 1 and then calculating a consensus configuration between original and
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reflected landmarks. This procedure was done in R version 2.11 (R DEVELOPMENT CORE
TEAM 2009). All posterior analyses were undertaken with transformed coordinates.

The method of superimposition utilized to remove non-shape variations was GPA
(Bookstein, 1986; Adams et al., 2004), computed using TPSRelw version 1.46 (Rohlf, 2008
b).

The same software performed a Relative Warps Analysis, equivalent to a Principal
Component Analysis of the weight matrix, with the advantage of allowing graphic
representations of possible deformations for the reference. To have all landmarks in the same
scale, the alpha selected was equal to zero, most suitable for exploratory investigations
(Rohlf, 1993).

For testing wether the chosen landmarks would be influenced by sexual dimorphism, a
Non-parametric Multivariate Analysis of Variance (NPMANOVA), using Euclidean distance
(Anderson, 2001) was applied in the relative warps scores matrix (S’ matrix) between males
and females, only in the first nine principal components different to zero, to remove redundant
information.

Since there was influence of sexual dimorphism, only males were tested for shape
differences between Santana Cave and Betari River. Thus, a Non-parametric Multivariate
Analysis of Variance (NPMANOVA), using Euclidean distance (Anderson, 2001) was
applied in the relative warps scores matrix (S’ matrix) between Santana Cave and Betari
River, in the first nine principal components different to zero in order to verify if the pattern
observed in the Relative Warps Analysis were significant.

This test replaced its parametric equivalents, Multivariate Analysis of Variance
(MANOVA) or Canonical Variates Analysis (CVA), since both are suitable for three or more
groups. Moreover, parametric tests including Hotelling’s T are not robust to departures from

multivariate normality (Anderson, 2001; Hammer et al., 2001).
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All statistical analyses were computed using Past version 2.01 (Hammer et al., 2001).
Also, thin-plate splines analysis was done using Morpheus beta version (Slice, 2002), using

consensus configurations of males from Betari River and Santana Cave.

RESULTS

The selected landmarks were considered repeatable and suitable for later analyses
(F=2.738E-10; p=1). Also, as they were influenced by sexual dimorphism, males and females
were not grouped in later statistical analyses (F= 66.67 e p<0.0001).

There was continuous morphological divergence between individuals from Santana
Cave and Betari river, that showed to be statistically significant (F=4.847; p=0.003).
Moreover, though individuals from Betari river have been obtained next to the Santana Cave
resurgence, they showed to be more similar to river specimens deposited in scientific
collections (MZUSP and LEEUSP) (Fig. 3). The first two relative warps calculated between
males from cave and river, with 0=0 and uniform component included added up a total of
67.49% of the variance (first relative warp: 48.50%; second relative warp: 18.98%).

The landmarks responsible for the greatest variation on first principal component
were those related to eyestalk position and anterolateral spines (corresponding to numbers 2,
3, 8 and 9). Cave individuals had, as a rule, narrower cephalothorax and rostrum and pre-
cervical area more elongated than epigean individuals, as ilustrated by thin-plate splines

diagrams (Fig. 4).

DISCUSSION
The individuals of A. schmitti showing various degrees of depigmentation found by
Morachiolli (1994) would be living for relative time in subterranean environment, since

pigmentation in decapods is associated with carotenoid availability on feeding (Maguire Jr.,
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1961; Wolfe & Cornwell, 1964), often scarce in caves. Moreover, there are previous records
of this species occurring in caves in studied area (Bond-Buckup & Buckup 1994; Morachiolli
1994; Rocha & Bueno 2004). Such facts, besides the obtained results, showed that A. schmitti
is able to establish and complete its life cycle in subterranean environment.

The continuous pattern of morphological divergence observed in the Relative Warps
Analysis indicated that, probably, the gene flow is limited to occasional exchanges. So, Betari
River population would be a source of new genes by means of migrations to Santana Cave,
possibly following a colonization-extinction dynamics in which the peripheral population
would be subject to frequent local extinctions. This model of continent-island (or source-sink)
metapopulations (Harrisson, 1991; Rocha et al., 2006) could explain the absence of
specimens in places recorded previously, Temimina I and Agua Suja Caves (Bond-Buckup &
Buckup, 1994). Our results corroborated Barr & Holsinger (1985) as they suggest a pattern of
discontinuous environments for the evolution of A. schmitti populations from Santana Cave
and Betari River.

The epigean individuals sampled for this study, even being from a local next to the
cave, showed greater similarities with the river ones, obtained from scientific collections.
Hence, although the distance between sampling points may result in reduced gene flow
between extremes of distribution, proposed by Vanzolini (1992) like an Area Effect
phenomenon, probably this is not the unique factor influencing the shape variation.

Quaternary climatic fluctuations in South America (Ab’Saber, 1977; Ledru, 1993;
Cruz et al., 2005) also may have influenced the observed morphological pattern. For aquatic
fauna, in some cases the superposition of episodic isolation events makes the influence of
Pleistocene climatic cycles less clear (Trajano, 1995). However, drier periods may have
reduced streams levels, promoting successive scenarios of coalescence and isolation of

Ribeira Valley waters (evidences from the troglobite fish Pimelodella kronei (Ribeiro, 1907),
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sensu Trajano & Britski, 1992), although lacking specific studies about paleodrainages in this
region.

In this way, aquatic environment fragmentation associated to the isolation of
troglophilic populations in subterranean environment would enable evolutive processes to act
(Trajano, 1995), accumulating genetic differences during drier periods.

As A. schmitti is capable of establishing in subterranean environment, it must be
investigated if and how climatic fluctuations (causing drainage alterations) would influence
on genetic frequencies in these populations. Xu et al. (2009), in a molecular study with Aegla
alacalufi Jara & Lopez, 1981 from Chile, reported divergences between populations
supposedly under Pleistocene climatic fluctuations and those in refuge areas. In Sclerobunus,
Banks, 1893, a genus of Opiliones, it appears that the evolution of weakly troglomorphic
forms (i. e., with slightly reduced pigmentation, slightly elongated appendages and no
reduction in eye mound) is consistent with Pleistocene effects model (Derkarabetian et al.
2010). According to Barnosky (2005) and Xu et al. (2009), Quaternary climatic changes may
have promoted genetic change at population level. It is expected that anagenetic evolution in
caves is accelerated in relation to that observed in epigean refuges, since subterranean
ecosystems, depending on allochthonous food intake, may lose a great deal of diversity due to
drastic food shortage (Trajano, 1995).

Associated to partial reproductive isolation, a heritable higher capability to express
specific responses to environmental conditions can be expected to be favoured by natural
selection (Stearns, 1983; Romero & Green, 2005). Experimental studies with tetracharacin
fishes Astyanax fasciatus (Cuvier, 1819) (Romero et al., 2002) and epigean crayfishes
Cambarus tenebrosus Hay, 1902 (Cooper et al., 2001) demonstrated that some troglomorphic
forms differ from epigean ancestors not only genetically but, at least partially, also in

environmentally induced features (Romero & Green, 2005).



247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

57

The Aeglidae exhibits high intraspecific variation, which suggests they are capable of
answering to different environmental conditions (see Giri & Collins, 2004; Giri & Loy, 2008).
It is expected that in many caves, subjected to pronounced seasonality related to rainy cycles
(Bichuette & Trajano, 2003), plastic genotypes are selected, as environmentally induced
phenotypes have higher probability to adapt to changes in environmental conditions than
genetically fixed ones (Whiteman, 1994; Stearns, 1983; Romero & Green, 2005).

Further, genetic adaptation to specific habitats would favour those individuals with
different morphological and physiological features between two environments, the ecotypes
(Romero & Green, 2005; Brown & Lomolino, 2006). Giri & Loy (2008) compared Aegla
neuquensis Schmitt, 1942 from lakes and rivers and reported the existence of ecotypes
associated to both. Also, cephalothorax shape of river individuals were more variable than
lake ones, features possibly associated to environmental conditions, predators and population
connectivity.

Even though the obtained results suggesting high genetic diversity, small populations,
mainly inside caves, can lose alleles by genetic drift, if gene flow with surrounding
populations does not occur compensating this loss (Barr, 1967). There is an increased
preoccupation about Aegla in the study area as their natural habitats are being impacted
(CETESB, 1991; Moraes, 2003; Giatti, 2004; Cotta et al., 2006). Besides that, a drastic
populational reduction in troglobites Aegla leptochela and A. cavernicola (Maia et al., 2009)
was observed in relation to previous studies (Morachiolli, 1994). The critical situation of A.
microphthalma was also confirmed in the same study (Maia et al., 2009). Moreover, the
recent colonization of Santana Cave by Macrobrachium Bate, 1868 shrimps apparently could
difficult the recovering of A. microphthalma, endemic in this cave.

The results in present paper indicated that, even mainly associated to epigean stream

reaches, A. schmitti probably is capable of colonize and established in subterranean
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environment, so the status of troglophile should be attributed. Effective populational size
studies would be useful to evaluate the viability of Santana Cave population. Also, similar
patterns of high diversity with restrict distribution could be occurring with other taxa in the

studied area deserving better investigation.
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1 Limits of Parque Estadual Turistico do Alto Ribeira (PETAR) and location of
limestone and caves in the study area. Modified from geologic map available at Campanha
(2003) and Karmann & Ferrari (2002).

Figure 2 Dorsal view of Aegla schmitti showing the landmarks used in geometric
morphometric analyses. 1 tip of the rostrum; 2 and 9 outer basis of eyestalk; 3 and 8 tip of
anterolateral spine; 4 and 7 precervical width; 5 and 6 cephalothorax posterior region
(marked where abdomen begins); 10 and 11 cervical groove apodeme.

Figure 3 Relative Warps for values of a=0 of A. schmitti males from Betari River sampled
specimens (circles), Betari River from scientific collections (squares) and from Santana Cave
(triangles). RW1 = Relative warp 1 e RW2 = Relative warp 2.

Figure 4 Thin plate splines diagrams showing deformations of a reference in a target
configuration. (a) Betari River deformed in Santana Cave; (b) Santana Cave in Betari River.

Results magnified 10 times for visualization of shape differences.
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Figure 4 Thin plate splines diagrams showing deformations of a reference in a target
configuration. (a) Betari River deformed in Santana Cave; (b) Santana Cave in Betari River.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Durante as amostragens, capturamos individuos adultos de Aegla schmitti no Rio
Betari (18 machos) e na Caverna de Santana (quatro machos) com medidas entre 22,81 e
28,44 mm. N#o obtivemos nenhum espécime nas Grutas Temimina II e Agua Suja, apesar de
haver registro de ocorréncia nesses locais (BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994;
MORACHIOLLI 1994; ROCHA & BUENO 2004). Uma falha amostral deve ser
considerada, porém ¢ possivel que a permanéncia dessa espécie nessas cavernas tenha sido
transitoria, em fun¢do de uma dinamica de metapopulagdes (HARRISSON 1991; ROCHA et
al. 2006), como proposto neste trabalho.

Individuos jovens (4,3 a 11,74 mm) e adultos (12,32 a 21,14 mm) de A. marginata
foram obtidos em algumas das localidades visitadas: Gruta do Fendao (duas fémeas e trés
machos adultos); Temimina I e IT (sete fémeas adultas e 12 juvenis, dois machos adultos e dez
juvenis); Gruta Colorida (um macho e uma fémea adultos) e Jane Mansfield (trés fémeas
adultas e uma juvenil, trés machos adultos um juvenil). Nao houve captura na Gruta do Tatu e
nem no Rio da Bocaina, onde havia registro anterior (MORACHIOLLI 1994). Diversas
populacdes dessa espécie, incluindo individuos juvenis, tém sido registradas nas mesmas
cavernas ao longo do tempo (BOND-BUCKUP & BUCKUP 1994; MORACHIOLLI 1994;
ROCHA & BUENO 2004). Esses fatos podem indicar que A. marginata coloniza e estabelece
populagdes viaveis em meio subterraneo com maior facilidade que A. schmitti.

Estimativas populacionais realizadas em 1994 por Morachiolli apontaram densidades
relativamente elevadas para as populagdes de troglobios da Gruta dos Paiva (A. leptochela) e
Areias II (A. cavernicola). Em trabalho mais recente (MAIA et al. 2009), observou-se uma
reducdo significativa nos tamanhos populacionais de A. leptochela. Nesse mesmo trabalho,
nenhum exemplar de A. cavernicola foi avistado e confirmou-se a situagdo critica de A.
microphthalma. Embora estudos especificos ndo tenham sido realizados, corroboramos Maia
et al. (2009) na medida em que, em diversas ocasides de coleta, durante as quais todo o rio das
cavernas foi percorrido por seis pessoas e armadilhas foram deixadas no local, nenhum
troglobio foi capturado ou sequer avistado na Caverna de Santana (A. microphthalma) e na
Ressurgéncia das Areias de Agua Quente (A. cavernicola). As tinicas amostras obtidas foram
as das colegdes cientificas, totalizando quatro fémeas e dois machos da espécie A.
microphthalma, sete fémeas ¢ 13 machos de A. leptochela na Gruta dos Paiva (ndo visitada
para esse trabalho) e sete fémeas e cinco machos da espécie A. cavernicola, endémica ao

Sistema Areias.
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O ntimero reduzido de individuos obtidos de A. marginata e A. schmitti em algumas
cavernas impediu que estas fossem avaliadas quanto ao isolamento morfolégico de suas
populagdes, como inicialmente pretendido. No caso de A. schmitti, esperava-se comparar as
cavernas de Santana, Agua Suja e Temimina II, ocorrentes em diferentes lentes calcérias
(TRAJANO 1991; BICHUETTE 1998; GENTHNER, FERRARI & KARMANN 2003), a fim
de verificar a influéncia da distdncia entre os pontos de coleta e também um possivel
isolamento entre os sistemas de cavernas na morfologia do cefalotorax.

A amostra total de individuos adultos obtida para essa espécie compreendeu 24
machos e trés fémeas da Caverna de Santana, 84 machos e 50 fémeas para o Rio Betari, trés
fémeas e dois machos da Gruta Temimina II e somente trés fémeas provenientes da Gruta
Agua Suja, inviabilizando anélises estatisticas envolvendo as duas ultimas localidades. Sendo
assim, comparamos somente individuos machos do Rio Betari e da Caverna de Santana,
quanto a possivel existéncia de adaptagdes ao meio subterraneo. A diferenca na propor¢ao
sexual provavelmente ocorreu em funcdo de diferengas comportamentais, ja que as fémeas
costumam se enterrar no substrato enquanto os machos sio nadadores ativos (TEODOSIO
2007).

Para a espécie A. marginata, como todas as cavernas visitadas encontravam-se
localizadas no mesmo macico calcario (com exce¢ao das Grutas Temimina I e II)
(PELLEGATTI-FRANCO 1997), as comparagdes deveriam levar em consideracdo a
influéncia das diferentes microbacias hidrograficas na forma desses organismos. Os
individuos adultos dessa espécie, incluindo as amostras provenientes de colegdes, totalizaram
sete fémeas e dois machos das Grutas Temimina, duas fémeas e quatro machos da Gruta do
Fendao, um macho do Rio Barra Bonita, trés fémeas e seis machos da Gruta Jane Mansfield,
duas fémeas da Gruta Barra Bonita, trés fémeas ¢ cinco machos da Gruta dos Paiva ¢ trés
fémeas e oito machos da Gruta Colorida, tamanho amostral insuficiente para as analises de
morfometria geométrica.

Cavernas localizadas no mesmo macigo calcario frequentemente formam sistemas
interconectados (PALMER 2007), por onde pode haver dispersdo de organismos cavernicolas.
Nesses casos, em geral, as espécies estdo amplamente distribuidas (BARR 1967; BARR &
HOLSINGER 1985). Sem as restricdoes impostas por rochas nao soluveis, a migragao de
organismos troglofilos pode ocorrer entre as cavernas do mesmo sistema e também por meio
epigeo. A presenga bastante freqiiente de A. marginata nas cavernas e rios ao longo da regido
do PEI ¢ evidéncia de que esses organismos se utilizam de ambos os caminhos para dispersao.

Isso ¢ possivel ja que todas as cavernas amostradas na regido de Intervales fazem parte da
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mesma lente calcaria (PELLEGATTI-FRANCO 1997) (ver figura 4 em materiais &
métodos).

A espécie A. schmitti ocorre apenas em determinadas cavernas. Essa diferenga entre
as duas espécies troglofilas possivelmente deve-se ao fato de a unidade geomorfoldgica do
PETAR ser composta por quatro diferentes lentes calcarias separadas por rochas insoluveis, e
cada caverna com registro de A. schmitti encontrar-se em um estrato diferente (TRAJANO
1991; BICHUETTE 1998; GENTHNER, FERRARI & KARMANN 2003) (ver figura 3 em
materiais & métodos). Esse padrdo sugere que a colonizagdo do meio subterraneo pela espécie
ocorre somente a partir de populagdes-fonte epigeas.

Essa influéncia das barreiras geologicas na distribuicdo das espécies também ¢
observada para Aegla troglobias do PETAR: A. microphthalma (Caverna de Santana) e A.
cavernicola (Sistema Areias). Esta ltima ainda mostra reduzida capacidade de migrar por
meio subterraneo, uma vez que ocorre nas cavernas localizadas no mesmo sistema (Gruta das
Areias de Cima, Areias de Baixo e Ressurgéncia das Areias de Agua Quente) (BOND-
BUCKUP & BUCKUP 1994; MORACHIOLLI 1994; ROCHA & BUENO 2004). Entretanto,
assim como as demais espécies do género ocorrentes no local, A. cavernicola nao transpde as
rochas insoliveis que, portanto, atuam como barreira a dispersdo por meio subterrdneo. As
duas novas espécies, possivelmente troglobias (CAMARGO 2010), descobertas na regiao de
Bulhas D’4gua (Bacia do Rio Pildes) ocorrem em 4rea limitrofe entre os dois parques,
atravessada por diferentes lentes calcarias, segundo o mapa geoldgico de Campanha (2003). O
maior numero de espécies endémicas com pequena amplitude geografica observada nesses
locais cujas cavernas estao separadas por barreiras extrinsecas, confirma o padrdo previsto por
Barr (1967) e Barr & Holsinger (1985) para espécies subterraneas de Coleoptera (Trechinae).

A espécie A. leptochela ocorre em simpatria com A. marginata na Gruta dos Paiva,
regido do PEI em que o macico calcario ¢ continuo (PELLEGATTI-FRANCO 1997) e,
mesmo assim, nao ¢ encontrada em outras cavernas além da localidade-tipo. Nesse caso, ¢
possivel que o troglobio possua reduzida habilidade de migracdo ou, ainda, que a competicao
entre ambas possa impor restri¢des adicionais a expansdo da espécie troglobia por meio
subterraneo (BARR 1967). Os padrdes de distribuigdo das espécies de Aegla na area de estudo
corroboram as evidéncias obtidas para Coleoptera (Trechinae) troglobios de regides
temperadas, segundo as quais a amplitude das espécies hipogeas depende ndo somente da
presenca ou auséncia de rochas insoliveis interrompendo o calcdrio, mas também da
mobilidade e do comportamento destas, ou seja, fatores intrinsecos as populacdes (BARR

1967, BARR & HOLSINGER 1985). Ainda que ocorra elevada divergéncia genética nas
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populagdes devido aos fatores discutidos acima, ha o risco de perda de alelos caso nao haja o
fluxo génico por meio de individuos migrantes (BARR 1967). Como eglideos sao,
possivelmente, bons indicadores de fina escala (PEREZ-LOSADA et al. 2008), padrdes
similares de distribui¢do restrita de espécies podem estar ocorrendo com outros taxons
aquaticos, merecendo ser mais bem investigados.

Nao registramos novas ocorréncias para as espécies estudadas. A auséncia de capturas
para algumas cavernas com registro de ocorréncia sugere falha amostral ou, ainda, que esses
individuos tiveram permanéncia tempordria na caverna. Entretanto, esses dados também
podem indicar que houve declinio populacional das espécies de Aegla da regido, ndo apenas
dos troglobios como ja constatado no trabalho de Maia et al (2009), mas também para as
espécies troglofilas.

Na regido do PETAR, constatou-se o comprometimento da qualidade da agua por
residuos de agroquimicos, esgotos domésticos ndo tratados e metais pesados em teores
potencialmente perigosos, medidos em tecidos de peixes e sedimento (MORAES 2003;
COTTA, REZENDE & PIOVANI 2006). Ainda, peixes do Ribeirdo Furnas, que desdgua no
Rio Betari, mostraram efeitos resultantes de exposicdo cronica a metais pesados, como a
reducdo do fator de condigdo, reducdo de atividade enzimatica, aumento do percentual de
individuos com dieta generalista e diminuicao da densidade e diversidade da comunidade de
peixes (MORAES 2003). Dados desse tipo ainda ndo foram obtidos com relagdo as
populacdes de eglideos nesse local, porém ¢ possivel que estejam na mesma situagcdo que os
peixes, principalmente por serem muito seletivos com relagdo aos habitats (BUENO &
BOND-BUCKUP 1996).

Niveis elevados desses residuos ndo foram observados na area do PEI (MORAES
2003), entretanto os impactos promovidos pela presenca de pessoas nas cavernas sao
evidentes em fungdo da recuperacdo da populagdo de A. marginata da Gruta Colorida
observada apds a proibicao do acesso de turistas (M. E. Bichuette, com. pess.). Sendo assim, a
possibilidade de declinio populacional dos eglideos exige que estudos adicionais sejam
realizados na darea dos parques visando a elaboragdo de politicas eficientes de manejo e
fiscalizagdo desses locais.

Os resultados forneceram evidéncias morfoldgicas de que a espécie A. schmitti é capaz
de estabelecer populacdes vidveis em cavernas, ja que os individuos provenientes do Rio
Betari e os da Caverna de Santana sdo distintos quanto a morfologia do cefalotérax, com
niveis elevados de significancia (p=0.003). Essa diferenga pode ser observada principalmente

nos marcos anatémicos posicionados nos espinhos antero-laterais e pedinculos oculares, que
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mostraram a maior influéncia no primeiro componente principal apdés a analise de
deformacdes relativas. Os individuos da caverna de Santana, de modo geral, possuem o
cefalotorax mais estreito e a regido pré-cervical alongada em relacdo aos individuos do Rio
Betari.

O resultado da andlise de deformagdes relativas também permitiu descartar a
possibilidade de essa divergéncia ter ocorrido unicamente pela influéncia da distancia entre os
pontos de coleta, por Efeito de Area (VANZOLINI 1992), uma vez que o material coletado no
rio préximo a saida da caverna de Santana mostrou maior semelhanga morfoldgica com
individuos coletados no proprio rio, provenientes das colegdes cientificas.

A pigmentacdo em crustaceos Decapoda ¢ frequentemente associada a disponibilidade
de pigmentos vegetais na dieta (MAGUIRE JR. 1961; WOLFE & CORNWELL 1964),
escassos em ambientes subterrdneos. De acordo com Morachiolli (1994), individuos das
espécies A. marginata e A. schmitti mantidos em laboratorio sob condi¢des aféticas e sem
inclusdo de carotenoides na alimentagdao por um periodo prolongado (da ordem de um ano)
apresentaram reducdo progressiva da pigmenta¢do a cada muda. Assim, os individuos em
diversos graus de despigmentagdo observados em campo por essa autora estariam
sobrevivendo no interior das cavernas por um periodo de tempo consideravel. Em conjunto
com outros registros de capturas da espécie em cavernas no passado (BOND-BUCKUP &
BUCKUP 1994; MORACHIOLLI 1994; ROCHA & BUENO 2004) e resultados do presente
trabalho, podemos afirmar que A. schmitti coloniza com sucesso o ambiente cavernicola.

De acordo com os resultados, sugerimos que as populacdes analisadas enquadram-se
no modelo de metapopulagdes continente-ilha (ou fonte-escoadouro) (HARRISSON 1991;
ROCHA et al. 2006). Esse modelo explica a permanéncia transitoria de exemplares da espécie
nas cavernas Temimina II e Agua Suja e também o padrio de continua divergéncia
morfolégica observado no grafico de deformagdes relativas, indicativo de que essas
populagdes mantém o fluxo génico, estando apenas parcialmente isoladas. Segundo o modelo
proposto, a populagdo de A. schmitti proveniente do Rio Betari, constituida por maior nimero
de individuos, atuaria como fonte de novos genes por meio de migragdes para a populacdo da
Caverna de Santana. Esta ultima estaria em condigdes mais restritivas, dependendo dos
individuos migrantes do Rio Betari para sua permanéncia. Esses resultados corroboram Barr
& Holsinger (1985), na medida em que sugerem um padrdo de ambientes descontinuos para a
evolugdo das populagdes de A. schmitti da Caverna de Santana e do Rio Betari.

O tracado aproximado da antiga rede de drenagem superficial sobre as rochas da

regido mostra a ocorréncia de desvios ao longo do tempo, em fun¢do do aumento gradativo da
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capacidade de drenagem subterrdnea nas rochas calcarias (KARMANN 1994). Ainda, as
alternancias climaticas que teriam ocorrido na regido (AB’SABER 1977; LEDRU 1993;
CRUZ et al. 2005) podem ter baixado niveis de rios durante os periodos mais secos, isolando-
os. Embora ndo existam estudos especificos sobre a paleodrenagem da regido, estimativas do
tempo de isolamento do bagre subterranco Pimelodella kronei (Ribeiro, 1907) remetem ao
Pleistoceno, época em que tais alteracdes de drenagem teriam ocorrido (TRAJANO &
BRITSKI 1992).

O isolamento de populacdes troglofilas em meio subterraneo durante os periodos mais
secos, associado a fragmentacdo do ambiente aquatico promovida pelo rebaixamento de
lencois fredticos, possibilitaria sua divergéncia (TRAJANO 1995). Ha evidéncias da atuagdo
de alternancias climaticas do Pleistoceno na divergéncia genética de populagdes epigeas de
Aegla alacalufi (XU et al. 2009) e no surgimento de formas fracamente modificadas (pouco
despigmentadas, apéndices pouco alongados e presenga de olhos) em opilides do género
Sclerobunus (DERKARABETIAN, STEINMANN & HEDIN 2010). Ainda ndo ha estudos
que avaliem a atuacdo dessas alternancias climaticas nas freqiiéncias génicas de A. schmitti
ocorrentes na area de estudo.

Além do isolamento reprodutivo parcial observado nos resultados, é possivel que as
diferencas morfoldgicas constatadas na populagdo da Caverna de Santana sejam consequencia
da selecdo de alelos com caracteristicas vantajosas a sobrevivéncia no meio subterrdneo ou,
ainda, da existéncia de um fendtipo ambientalmente induzido. No primeiro caso, a adaptagao
genética favoreceria individuos com caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas diferentes
entre os dois ambientes, os ecotipos (ROMERO & GREEN 2005; BROWN & LOMOLINO
2006). Ja a capacidade de resposta fenotipica as condi¢gdes do meio pode ser também
favorecida por selecdo natural, visto que aumenta a probabilidade de adaptacdo a diferentes
condi¢des do ambiente (WHITEMAN 1994; STEARNS 1983; ROMERO & GREEN 2005) e
foi observada em estudos experimentais com peixes Astyanax fasciatus (ROMERO,
JEFFERY & YAMAMOTO 2002) e lagostas epigeas Cambarus tenebrosus (COOPER et al.
2001) em condigdes aféoticas. Em um ambiente sujeito a sazonalidade em relacdo ao aporte de
alimento trazido por periodos chuvosos (BICHUETTE & TRAJANO 2003), como o
subterraneo, ¢ esperado que genotipos plasticos sejam favorecidos por selecdo natural. A
variabilidade intraespecifica de espécies de Aegla (ver GIRI & COLLINS 2004; GIRI & LOY
2008) sugere que esses organismos sdo dotados de plasticidade e respondem as variagdes do

ambiente. Entretanto, nossos resultados ndo permitem afirmar se as diferengas morfoldgicas
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observadas sdo respostas as condi¢cdoes ambientais ou se adaptacdo genética ao ambiente

subterraneo.
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10 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a espécie A. schmitti ¢ capaz de estabelecer populagdes
vidveis em meio subterraneo, constituindo espécie troglofila. Entretanto, os registros de
ocorréncia e o isolamento parcial observado na morfometria geométrica sugeriram que a
populagdo na Caverna de Santana segue uma dinamica de metapopulagdes do tipo continente-
ilha, recebendo novos genes por meio de individuos migrantes provenientes da populacdo do
Rio Betari. Sendo assim, as condigdes do ambiente subterraneo seriam mais restritivas ao
estabelecimento desses organismos, existindo subpopulagdes com permanéncia transitoria em
alguns locais.

Divergéncias morfologicas apresentadas pela populacdo de A. schmitti da caverna de
Santana em relagdo aos individuos do Rio Betari possivelmente sdo reflexo da existéncia de
um fenotipo ambientalmente induzido ou da adaptacdo genética a vida em meio subterraneo.
Estudos de tamanho populacional efetivo seriam ftteis a fim de avaliar a viabilidade dessa
populacdo no interior da Caverna Santana.

O numero reduzido de capturas obtidas para ambas as espécies (A. marginata e A.
schmitti) para algumas das localidades impediu que estas fossem comparadas quanto ao
isolamento morfoldgico das populagdes. Entretanto, a distribuigdo da espécie A. marginata
por grande extensdo geografica em Intervales, em cavernas da mesma lente, sugere que a
espécie se dispersa tanto por meio subterraneo quanto por meio epigeo. Ja A. leptochela,
endémica a gruta dos Paiva, possivelmente tem sua dispersao limitada por competi¢do com a
espécie simpatrica ou por sua capacidade de acesso a conexdes subterraneas. A ocorréncia de
A. schmitti em poucas cavernas do PETAR, localizadas em diferentes lentes calcarias, indicou
que esta espécie colonizou as cavernas somente por meio do rio epigeo e que algumas dessas
populacdes sdo transitorias. Todas as espécies do PETAR, inclusive as troglobias, mostraram
ter sua distribuicao limitada pela presenga das rochas insoluveis.

Embora ndo tenha sido possivel realizar a morfometria geométrica da espécie A.
marginata, os registros temporais de ocorréncia com ampla distribui¢do em cavernas na area
de estudo e as capturas obtidas no presente nos permitiram concluir que a espécie estd mais
bem estabelecida no ambiente subterraneo do que A. schmitti. Ambas podem ser consideradas
troglofilas, mas possuem diferentes graus de adaptagdo ao meio subterraneo.

Nao foram ampliados registros de ocorréncia para nenhuma espécie de Aegla da area
de estudo. A auséncia de capturas em localidades com registro anterior sugeriu a permanéncia

transitoria dos individuos nesses locais, falha amostral ou, ainda, o declinio populacional das
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espécies estudadas. Estas, de acordo com os padrdes de distribuicao observados, encontram-se
potencialmente isoladas e, em consequéncia, vulneraveis a perda de alelos. Além disso,

podem indicar a ocorréncia de padrdes similares em outros taxons aquaticos.
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The first record of external abnormalities in the subterranean Aegla marginata Bond-
Buckup & Buckup, 1994 (Crustacea: Decapoda: Aeglidae), from a karst area of
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ABSTRACT:

The occurrence of a morphologically altered individual identified as Aegla marginata
is reported in this note. The specimen was found in the subterranean environment, as part of
wider bioespeleological study. The observed abnormalities consist mainly of deformities in
abdominal epimera, pleopods, telson and uropods, which could results in difficulties for
reproduction and escape from predators. Genetic or nutritional factors related to the scarce

food supply observed in the cave environment are admitted as being the most probable cause
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of the deformities reported here. We emphasize the need of new studies in the area as well as

efforts to preserve subterranean environment.

Keywords: Anomura, abdominal deformities, nutritional factors, genetic factors, cave

environment.

INTRODUCTION:

External abnormalities or deformities are just one of the common problems affecting
freshwater and marine crustaceans, and have been reported in many natural crustacean
populations (see Lawler and Van Engel 1973; Lira et al. 2006; Luppi & Spivak 2007; Beguer
et al. 2008; Follesa et al. 2008; Gregati and Negreiros-Fransozo 2009). The most common
problems are modifications on chelipeds (Morgan 1923; Shuster Jr. et al. 1963; Zou and
Fingerman 2000; Benneti and Negreiros-Fransozo 2003), carapace spines (Moncada and
Gomes 1980; Gregati and Negreiros-Fransozo 2009), pereiopods (Lawler and Van Engel
1973) and abdomen shape (Mantellato et al. 2000). These alterations could be attributed to
genetic factors (Zou and Fingerman 2000), accidents or predation that occurred during the
molting process (Moncada and Gomes 1980; Luppi and Spivak 2007; Follesa et al. 2008),

besides stress and environmental contamination (Beguer et al. 2008).

For crustaceans of the Infraorder Anomura Mac Leay 1838, these records are still
scarce. We can cite Nickerson and Gray Jr. (1967) that describe abnormalities on pereiopods
of Paralithodes camtschatica (Tilesius, 1815) (Lithodidae); Fantucci et al. (2008) that report
intersexual specimens of Isocheles sawayai Forest and Saint-Laurent, 1968 (Diogenidae); and
Jara and Palacios (2001) that described the occurrence of conjoined twins in Aegla abtao

Schmitt, 1942 (Aeglidae).



Subterranean Biology, 8: 33-38, 2010 (2011) 89
doi: 10.3897/subtbiol.8.1228

The Aeglidae Dana, 1852, constitutes a distinctive family of Anomura with
characteristic morphology, ecology, and reproduction. They are the only freshwater
anomurans. The family consists of two fossil genera and one extant genus, Aegla Leach,
1820, which is endemic to temperate South America. The genus contains approximately 70
species and subspecies spread out over Chile, Brazil, Argentina, Uruguay, Paraguay, and
Bolivia (Bond Buckup and Buckup, 1994; Pérez Losada et al., 2002) in habitats such as lakes,

streams, swamps, and caves (Bond-Buckup and Buckup 1994).

The species Aegla marginata, is relatively little studied in comparison with other
congeneric species. It is known that to occur in both epigean and subterranean environments
in Parque Estadual Intervales (PEI), Iporanga city, Sdo Paulo State, southeastern Brazil
(Rocha and Bueno 2004). In this region, the A. marginata populations present some
differences in pigmentation among each other (Morachiolli 1994). As the species is capable of
completing its entire life cycle in both subterranean and epigean streams, it is considered as

troglophiles (Barr and Holsinger 1985; Morachiolli and Trajano 2002).

The purpose of this note is to present information, for the first time about the

occurrence of abdominal abnormalities on a subterranean population of Aegla marginata.

METHODS:

As part of a bioespeleological study in the Parque Estadual Intervales (PEI), located in
the city of Iporanga in the Sdo Paulo State (Fig. 1), Brazil, anomuran crabs of the genus Aegla
were sampled inside the cave Gruta Colorida (24° 16’13 S; 48° 25’09 W, registration

number SP 129) by means of covo traps, in May 2009.

All of the collected individuals (n= 15) were kept in plastic bags and refrigerated until

they were analyzed. The identification was performed according to Buckup and Bond-Buckup



Subterranean Biology, 8: 33-38, 2010 (2011) 90
doi: 10.3897/subtbiol.8.1228

(1994). An individual bearing abdominal deformities was identified by similarity with other
individuals collected in the same place and occasion, because the second abdominal epimera,
an important taxonomic character, was modified (Fig. 2 c). The specimen was photographed
and measured under a stereoscope microscope equipped with camera and distances
measurement system, and is stored in the scientific collection of the Laboratério de Estudos

Subterraneos, under the following registration numbers: CC1036.

RESULTS:

The female specimen with external abdominal deformities was identified as being
Aegla marginata, measuring 15.5 mm of carapace width and 17.6 mm of carapace length (Fig
2 a, ¢, e). Sex was identified by the presence of developed pleopods and the presence of the
genital apertures in the coxa of third pair of pereiopods, characters which are present only in
females. In ventral position, there are considerable changes in the insertion of pleopods in the
abdominal epimera, resulting in a non functional morphology (Fig 2 a). It is also observed the

absence of the fourth and fifth pleopods on the right side of the abdomen.

In dorsal view, the second abdominal epimera is modified, and the third and fourth
ones are in abnormal position, folded backwards (fig 2 c, e). Between second and third
abdominal somites is a flattening of the carapace, forming a scar. The telson is almost divided
in two horizontal parts, forming an additional segment. The uropod is reduced to two buds, in

both sides.

The other morphological characters are similar to the ones reported in the literature for
the species A. marginata (Buckup and Bond-Buckup 1994) and for the morphological

description of the genus Aegla (Martin and Abele 1988).
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DISCUSSION:

This malformation probably results in difficulties for egg incubation and aeration, as
well as juvenile maintenance, since the genus shows evidence of parental care (Lopez-Greco
et al. 2004). Moreover, as they present caridoid swim reflex (Martin and Abele 1988),

probably the pleon deformities would result in greater difficulties to escape predators.

The regeneration of damaged appendages has been reported in the literature for several
Decapoda, in case of injury or problems during molting (Lopez-Greco et al. 2001; Luppi and
Spivak 2007). This process is often flawed, resulting in scars and deformities (Luppi and
Spivak 2007). In the case of the described specimen it is a hypothesis to be considered,
although the apparent symmetry of the lesions in the uropods suggests an advanced process of
regeneration that, given the extent of the lesions, would have resulted in the death of the

individual.

High rates of incidence of anomalies in crustaceans have been associated with the
presence of pollution by heavy metals and organophosphates (Betancourt-Lozano et al. 2006;
Beguer et al. 2008; Sanchez et al. 2005). Nonetheless, there is a low probability that these
pollutants may cause the reported problem, because Moraes (2003), based on chemical
analysis of water, sediment and fish tissues, established the levels of these substances as being
below the risk levels for the area of Parque Estadual Intervales (PEI). However, new

environmental analysis must be accomplished, mostly in benthonic invertebrates.

The subterranean environment depends on allochthonous food intake, which could
mean food scarcity (Bichuette and Trajano 2003). As a result, the subterranean populations
may have some differences when compared to the epigean ones, mainly in melanic

pigmentation, metabolic rates, sex maturation and size (Poulson and White 1969; Mejia-Ortiz
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and Lopez-Mejia 2005). Depending on the degree of nutritional deficiency, a high level of
chronic distress develops, subjecting the individuals to attack by pathogens, which may cause
of several deformities in crustaceans (Nunes and Martins, 2002 apud Barroso, 2005; Gregati
and Negreiros-Fransozo, 2009). Hence, this hypothesis must be considered in the reported

case.

Studies with Decapoda species in cultivation environment has demonstrated that
populations subjected to inbreeding can present some morphological effects as deformities
(De Donato et al. 2005), and asymmetries (Maia et al. 2009 a). In natural decreased
populations without gene flow with other populations, the loss of genetic diversity is
plausible. That is provided they are subjected to founder effect and genetic drift (Barr, 1967;
Poulson and White, 1969; Trajano, 2007), mainly if a reproductive connection with other
populations does not occur to replace this loss. In that way, some populations could be
subjected to endogamic depression effects and, consequently, to morphological effects in the

form of deformities or malformations (Poulson and White, op. cit.).

The cave system where the specimen was collected is developed in limestones that
occur discontinuously and are interrupted by unsolvable rocks such as granites, phyllites and
quartzites (Trajano, 1991; Bichuette, 1998). This fact suggests reduced gene flow between
caves, since unsolvable rocks could limit the contact between populations by isolating the

caves.

Evidence that A. marginata populations can be isolated was observed in the study of
Morachiolli (1994), who found populations of the same species showing different levels of
pigmentation in the same cave system. However, it is not known if that is due to genetic
differences, pigments eaten by epigean individuals, food type, or absence of light in hypogean

environment necessary to aggregate some pigments (Cullingford, 1962; Morachiolli, 1994).
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The absence of light has also been reported in the literature as responsible for
deformations in nontroglobitic (acidental) fishes. Rasqueen and Rosenbloom (1954) apud
Poly and Boucher (1996) reported the occurrence of esqueletal deformations associated with
darkness in epigean individuals of Astyanax mexicanus (De Filippi, 1853) maintained in
absence of light in the laboratory, possibly due to hormonal imbalance. Other deformations
that could be associated with subterranean environment were the lack of pelvic fins or
deformed caudal fins in Ameiurus natalis (Lesueur, 1819) (Relya and Sutton, (1973) apud

Poly and Boucher, (1996).

We speculate that absence of light is not responsible for deformations observed in A.
marginata, because this species is generally considered to be a troglophile (Morachiolli and
Trajano 2002). It is therefore well adapted and capable of completing its life cycle in a

subterranean environment.

The distribution of the genus Aegla, which is restricted to temperate and subtropical
South America (Bond-Buckup and Buckup 1994), contributes to its vulnerability (IUCN
2001). In addition the situation is aggravated by the present drastic reduction of populations in
the Ribeira Valley (Maia et al. 2009 b) and, possibly, by the founder effect and increased
homozygosity, both very common in subterranean populations (Barr 1967). According Brook
et al. (2002), Spielman et al. (2004) and Buhay and Crandall, (2005), loss of heterozigosity
and inbreeding play an important role in the extinction of threatened species. Therefore, we
could consider the need of studies related to effective population size and genetic diversity in
this population (Buhay and Crandall, 2005), as well as efforts to preserve subterranean

environment.

In as much as only one specimen was registered with anomalies, it is not possible to

establish if these problems occur by chance, or are influenced by the above mentioned factors.
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Genetic or nutritional factors are suggested as being the most probable cause of the

deformities reported here.
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Figure 1: Location of Parque Estadual Intervales (PEI), Iporanga, Sdo Paulo State, Brazil
(modified from Google Earth (2010), Digital Globe satellite).
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Figure 2: Aegla marginata on ventral, dorsal and lateral view. @, C, €) specimen found with
carapace abnormalities; b, d, f) normal specimen found on same place. White arrows indicate
the abnormalities on abdomen.



