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aludido tema, dentro do prazo legal, o(a) candidato(a) foi a seguir arguido(a) pelos examinadores
na forma regimental. Em seguida, passou a Comissdo, em carater secreto, a proceder a avaliacao
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RESUMO

A taxonomia integrativa é essencial para identificar e reclassificar taxons de Collembola que
sdo morfologicamente parecidos. Animais que habitam cavernas estdo sujeitos a pressoes
seletivas semelhantes e podem apresentar caracteristicas morfoldgicas parecidas entre si,
como reducéo de olhos e pigmentacdo e alongamento de apéndices. O género Trogolaphysa
(Entomobryidae, Paronellinae) possui 24 espécies registradas para o Brasil e esta amplamente
distribuido em cavernas da regido semiarida do Rio Grande do Norte (RN). O objetivo deste
trabalho foi identificar as espécies distribuidas em cavernas da regido mesoeste do RN, sua
distribuicdo, delimitacdo e histéria evolutiva, através da integracdo de dados morfologicos e
moleculares, e, se necessario, descresvé-las. Uma espécie de Trogolaphysa encontrada nas
cavernas do RN, que se assemelhava a Lepidonella zeppelinii, foi reavaliada. Apos a reanalise
do material tipo de L. zeppelinii, a espécie foi redescrita e transferida para o género
Trogolaphysa, sendo renomeada como Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. O conjunto de
dados com 32 sequéncias parciais de Citocromo Oxidase | (COX1) de T. zeppelinii comb.
nov. foi utilizado em &rvores filongéticas de méxima verossimilhanca, inferéncia Bayesiana e
métodos de delimitacdo de espécies. Cinco linhagens de T. zeppelinii comb. nov. foram
delimitadas, sendo duas linhagens com valores de suporte absoluto e morfologias
semelhantes. A distancia genética, analises populacionais e teste de Mantel confirmam a
distincdo entre as populacbes do norte e do sul da &rea estudada. No entanto, a falta de
diferengas morfoldgicas evidentes impede que essas populacdes sejam classificadas como
espécies distintas. Foi também realizada a extragdo e o sequenciamento do mitogenoma de T.
zeppelinii comb. nov., apresentado o seu mitogenoma completo e arvore filogenética baseada
em genes codificadores de proteinas para verificar o seu posicionamento filogenético entre os
Entomobryoidea. Seu mitogenoma possui 14.822 pares de base, contendo 13 genes
codificadores de proteinas, 22 genes ribossomais transportadores e dois genes ribossdémicos.
A andlise filogenética confirmou que a espécie esta em um clado monofilético de
Trogolaphysa dentro de Paronellinae, relacionada a Troglopedetes e Cyphoderus. Analises
filogenéticas com mitogenomas de especies Neotropicais é importante para melhor
compreensdo das relagfes entre os géneros de Paronellinae. Por fim, foram descritas duas
novas espécies de Collembola coletadas em cavernas na regido semiarida do Rio Grande do
Norte, Cyphoderus caatinguensis sp. nov. e Pararrhopalites iataganii sp. nov. A espécie C.

caatinguensis sp. nov. distingue-se pela combinacdo de sua quetotaxia labial, ingues com



dente apical filamentoso e o numero de cerdas plumosas na face dorsal do dens. Ja P.
iataganii sp. nov. difere das demais espécies do género pelo nimero de subsegmentos do
quarto antenébmero, nimero de espinhos cefalicos, quetotaxia do manubrio e a formula ventral
do dens. Ambas exibem tracos troglomorficos, como a reducdo de pigmentacéo e olhos, e sua
descricdo contribui para o entendimento da fauna neotropical subterranea e fornece subsidios
para futuras politicas de conservacdo das cavernas do estado do Rio Grande do Norte. Este
trabalho evidencia complexidade da diversidade genética de colémbolos em ecossistemas
cavernicolas, reforcando a necessidade de abordagens taxnémicas integrativas.

Palavras-chave: Paronellinae, filogeografia, delimitacdo de espécies, mitogenoma,
taxonomia.



ABSTRACT

Integrative taxonomy is essential for identifying and reclassifying Collembola taxa that are
morphologically similar. Animals inhabiting caves are subject to similar selective pressures
and may exhibit comparable morphological traits, such as reduced eyes and pigmentation, as
well as elongated appendages. The genus Trogolaphysa (Entomobryidae, Paronellinae)
includes 24 species recorded in Brazil and is widely distributed in caves of the semi-arid
region of Rio Grande do Norte (RN). The aim of this study was to identify the species
occurring in caves of the midwestern region of RN, their distribution, delimitation, and
evolutionary history, through the integration of morphological and molecular data, and, if
necessary, to describe them. A species of Trogolaphysa found in RN caves, resembling
Lepidonella zeppelinii, was re-evaluated. After reanalysis of the type material of L. zeppelinii,
the species was redescribed and transferred to the genus Trogolaphysa, being renamed
Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. A dataset of 32 partial sequences of Cytochrome Oxidase
I (COX1) of T. zeppelinii comb. nov. was used in maximum likelihood and Bayesian
inference phylogenetic trees, as well as species delimitation methods. Five lineages of T.
zeppelinii comb. nov. were delimited, with two lineages showing absolute support values and
similar morphologies. Genetic distance, population analyses, and Mantel tests confirmed the
distinction between populations from the northern and southern parts of the studied area.
However, the lack of evident morphological differences prevents these populations from
being classified as distinct species. Additionally, the extraction and sequencing of the
mitogenome of T. zeppelinii comb. nov. were carried out, presenting its complete
mitogenome and a phylogenetic tree based on protein-coding genes to verify its phylogenetic
placement among Entomobryoidea. Its mitogenome comprises 14,822 base pairs, containing
13 protein-coding genes, 22 transfer RNA genes, and two ribosomal RNA genes.
Phylogenetic analysis confirmed that the species belongs to a monophyletic clade of
Trogolaphysa within Paronellinae, related to Troglopedetes and Cyphoderus. Phylogenetic
analyses with mitogenomes of Neotropical species are important for a better understanding of
relationships among genera of Paronellinae. Finally, two new species of Collembola collected
in caves of the semi-arid region of Rio Grande do Norte were described: Cyphoderus
caatinguensis sp. nov. and Pararrhopalites iataganii sp. nov. C. caatinguensis sp. nov. is
distinguished by the combination of its labial chaetotaxy, claws with filamentous apical tooth,
and the number of plumose setae on the dorsal side of the dens. P. iataganii sp. nov., in turn,
differs from other species of the genus by the number of subsegments in the fourth
antennomere, the number of cephalic spines, the chaetotaxy of the manubrium, and the ventral



formula of the dens. Both species display troglomorphic traits, such as reduced pigmentation
and eyes, and their description contributes to the understanding of Neotropical subterranean
fauna and provides support for future conservation policies for caves in the state of Rio
Grande do Norte. This study highlights the complexity of the genetic diversity of

collembolans in cave ecosystems, reinforcing the need for integrative taxonomic approaches.

Keywords: Paronellinae, phylogeography, species delimitation, mitogenome, taxonomy.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Cavidades Naturais Subterraneas

As cavidades naturais subterraneas, também conhecidas como cavernas, S0 espacos
no subsolo acessiveis para 0 homem, formados em rocha maci¢a por meio de processos
naturais (BRASIL, 1990; BRASIL, 2008). Esta definicdo garante sua protecdo legal, bem
como o conteudo mineral, hidrico, faunistico e a floristico associado a elas (BRASIL, 2008;
BRASIL, 1990). As cavernas geralmente estdo presentes em terrenos carsticos, ou seja, areas
litologicas com predominéancia de rochas sollveis, como calcita, halita ou sal (NaCl), gipsita,
anidrita e dolomita (CECAV/ICMBIO, 2013). Essas cavidades podem ser constituidas por
sistemas complexos de canais horizontais e verticais onde a a¢do da agua progressivamente
dissolve a rocha matriz (CECAV/ICMBIO, 2019).

A maioria das cavernas no Brasil desenvolve-se em rochas carbonéticas, o que confere
ao pais um grande potencial espeleoldgico, visto que cerca de 5% do territorio € ocupado por
carste carbonatico (CECAV/ICMBIO 2013). Na regido Nordeste, os afloramentos calcarios
do Grupo Apodi, localizado na Bacia Potiguar, estende-se pelos Estados do Rio Grande do
Norte e Ceara (CECAV/ICMBIO, 2013; ANGELIM, 2006). Essa formacdo geoldgica €
composta principalmente por rochas carbonaticas, como calcérios e dolomitos, e apresenta
uma alta concentracdo de cavidades naturais.

O Grupo Apodi desempenha um papel relevante tanto na economia quanto no
armazenamento de recursos hidricos da regido. Sua importancia econémica estd associada a
utilizacdo de sua riqueza mineral como matéria-prima em inddstrias, especialmente as de
cimento e cal. Além disso, devido as caracteristicas das formacdes carbonéticas, a regido
possui boa permeabilidade e porosidade, favorecendo o armazenamento e a circulacdo de
agua subterranea (ANGELIM, 2006).

O Rio Grande do Norte (RN) é a quarta unidade federativa do Brasil com a maior
quantidade de cavidades conhecidas, 1.424 cavernas (CANIE, 2025). A maioria destas
cavernas esta inserida na Formacdo Jandaira, que € composta por rochas carbonaticas
depositadas em um ambiente marinho durante o Cretaceo Superior (ANGELIM, 2006). As
cavernas desta regido geralmente estdo localizadas nos afloramentos calcarios, também
conhecidos como lajedos, e os mais conhecidos desta regido estdo situados na Bacia do Rio
Apodi-Mossord, como o Lajedo Soledade, que possui importancia historica devido as pinturas
rupestres e sitios arqueolédgicos (PORPINO et al., 2007; ALVES et al., 2016).
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A Chapada do Apodi, no oeste do Rio Grande do Norte, passou por sucessivos eventos
climéticos recentes de seca, que marcaram a entrada no estdgio Megalaiano, cerca de 4.200
anos atras (DE OLIVEIRA, 1999; UTIDA et al., 2020). Durante esse periodo, a vegetacao da
Chapada do Apodi se tornou mais aberta, tipica do bioma Caatinga, e houve o declinio na
producdo de solo acima dos sistemas cavernicolas (UTIDA et al., 2020). Esses eventos,
associados com o estabelecimento da forte sazonalidade vista na Caatinga, tornaram suas
cavernas potenciais reflgios para populacdes de invertebrados de solo, especialmente de

espeécies dependentes de maior umidade e temperaturas mais estaveis (BENTO et al., 2021).
1.2 Fauna das cavernas do Rio Grande do Norte

As cavidades naturais subterraneas apresentam uma diversidade de formas e tamanhos
gue sdo acessiveis por varias espécies de animais. Estes podem ser classificados quanto a sua
permanéncia e ciclo de vida associados as cavernas. Assim, animais troglobios estdo restritos
ao interior das cavernas e outros habitats subterraneos, e a reproducdo e o desenvolvimento
destes ocorrem exclusivamente no ambiente subterraneo. Animais troglofilos sdo aqueles
capazes de se reproduzir e completar seu ciclo de vida tanto no ambiente hipégeo quanto
epigeo (externo a caverna). E, por fim, os animais trogloxenos sdo aqueles que utilizam a
caverna apenas como abrigo, ou espaco de reproducdo ou alimentagdo, mas dependem
diretamente de incursGes a ambientes epigeos para completar seu ciclo de vida (BARR &
HOLSINGER, 1985; TRAJANO & BESSI, 2017).

As cavernas do Rio Grande do Norte abrigam diversas espécies de animais, dentre elas
estdo morcegos hematdfogos (Diphylla ecaudata Spix e Desmodus rotundus (Geoffroy Saint-
Hilaire)), frugivoros (Artibeus planirostris (Spix)) e omnivoros (Phyllostomus discolor
Wagner), além de invertebrados terrestres, como o hemiptero Kinnapotiguara troglobia Hoch
& Ferreira e o quilépode Newportia potiguar Azara & Ferreira, e aquaticos, como 0s
anfipodes Seborgia potiguar Fisér, Zagmajster & Ferreira e Potiberaba porakuara Fisér,
Zagmajster & Ferreira. Muitos desses invertebrados, especialmente aqueles adaptados ao
ambiente hipdgeo, encontram nas cavernas refigios seguros contra as condi¢cbes ambientais
extremas da superficie, como variacBes bruscas de temperatura e a seca sazonal,
caracteristicas marcantes da regido semiarida (BENTO et al. 2016; BENTO et al. 2021).

1.3 Colémbolos de ambientes subterraneos

Colémbolos s@o microartropodes frequentemente encontrados em habitats

subterraneos e, nestes ambientes, sua abundancia pode ser fator determinante para a
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manutencdo de cadeias tréficas, uma vez que sdo alimento para diversos outros invertebrados
(LUKIC, 2019). Eles sdo também encontrados comumente no solo, e s importantes para a
ciclagem de carbono e nitrogénio atraves da decomposicao da serapilheira, contribuindo para
fertilidade nos ambientes edaficos (HOPKIN, 1997; POTAPQV et al., 2023). Colémbolos
possuem uma ampla variedade morfoldgica, e sua aparéncia pode ser alongada, como nas
ordens Entomobryormorpha e Poduromorpha, ou globular, como nos Symphypleona e
Neelipleona.

Entomobryomorpha é a ordem mais representativa de Collembola em ambientes
subterraneos (LUKIC, 2019), e sua maior superfamilia, Entomobryoidea, agrupa mais de 20%
da rigqueza taxonémica de todos os colémbolos (BELLINGER et al., 1996-2024).
Entomobryidae sensu GODEIRO et al. (2023) é a familia mais expressiva deste taxon,
abrigando subfamilias como Lepidocyrtinae, Entomobryinae e Paronellinae, com diversos
géneros troglofilos tais como Coecobrya YOSII, 1956, Pseudosinella SCHAFFER 1897,
Trogolaphysa MILLS, 1938, Cyphoderus NICOLET, 1842 e Troglobius PALACIOS-
VARGAS & WILSON, 1990 (BELLINGER et al., 1996-2024; PALACIOS-VARGAS,
2002).

A maioria dos colémbolos listados no Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada
de Extincdo e na Portaria n°® 148 do Ministério do Meio Ambiente de 7 de junho de 2022 séo
troglobios. Geralmente suas populagdes sdo entendidas como vulnerdveis ou ameacadas, pois
sua distribuicdo € restrita a uma ou poucas cavernas. Nesta lista, existem pelo menos 8
espécies de Collembola que estdo criticamente em perigo, por exemplo, as espécie
Trogolaphysa aelleni YOSII, 1988 e Troglobius brasiliensis PALACIOS-VARGAS &
ZEPPELINI, 1995 estdo listada como criticamente em perigo, elas possuem troglomorfismos
evidentes, como a reducdo de olhos e alongamento de apéndices (ZEPPELINI et al. 2022;
MMA, 2018; MMA, 2022).

1.4 Género Trogolaphysa

O género Trogolaphysa (Entomobryidae, Paronellinae) é amplamente distribuido no
Brasil, podendo ser encontrado tanto no ambiente epigeo, na serapilheira, quanto hipdgeo
(ARLE & GUIMARAES, 1979; CIPOLA & BELLINI, 2022; ZEPPELINI et al., 2022;
SOTO-ADAMES et al., 2024). MILLS (1938) descreveu este género baseado em caracteres
potencialmente troglomorficos, como auséncia de olhos e pigmentos, ao observar dois

espécimes encontrados em cavernas do México (Figs. 1-2).
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Atualmente, o género possui 83 espécies descritas no mundo, com formas
troglomorficas e epigeas (Fig. 2) (ZEPPELINI et al., 2022; BELLINGER et al., 1996-2024;
SOTO-ADAMES et al., 2024). Em geral, as espécies epigeas possuem antenas, cabeca e
corpo pigmentados, 6-8 olhos e unguis com 3—4 dentes internos; seus apéndices sao similares
aos dos demais Entomobryoidea epiedéaficos, sem alongamento evidente (Fig. 1; Fig. 2A-D).
Por outro lado, espécies de Trogolaphysa que habitam estritamente cavernas ou meio
superficial subterraneo (MSS) geralmente possuem apéndices alongados, reducdo ou auséncia
de olhos, pigmentacao e dentes no complexo empodial (Fig. 2E—F) (PALACIOS-VARGAS et
al., 1985; SOTO-ADAMES & TAYLOR, 2013; SOTO-ADAMES et al., 2024; ZEPPELINI
etal., 2022).
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Figura 1. Morfologia geral de um espécime de Trogolaphysa (Paronellinae, Entomobryidae,
Entomorbyomorpha).

A maioria das espécies de Trogolaphysa, principalmente as mais antigas, foi descrita
com base em poucos caracteres diagnosticos, como comprimento das antenas, padrdo de
coloracgéo, forma do mucro e morfologia do complexo empodial (i.e. MILLS, 1938) (SOTO-
ADAMES & TAYLOR, 2013; SOTO-ADAMES et al., 2014; SOTO-ADAMES et al., 2024)
(Fig. 1). O conhecimento sobre o género nas ultimas décadas aumentou, € uma maior
guantidade de espécies (30 spp.) foram descritas nos ultimos 10 anos (NUNES & BELLINI
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2018; NGUYEN & SOTO-ADAMES, 2018; CIPOLA & BELLINI, 2022; ZEPPELINI et al.,
2022; SOTO-ADAMES et al., 2024).

O estudo detalhado da quetotaxia (distribuicdo, forma e homologia das cerdas
corporais) na taxonomia moderna de colémbolos é essencial, pois caracteres tradicionais se
tornaram insuficientes para separar espécies de Trogolophysa (SOTO-ADAMES et al. 2014;
SOUZA, 2021; SOTO-ADAMES et al., 2024). O uso exclusivo de caracteres morfoldgicos
que descartam a quetotaxia obscurece as identidades reais de varias especies consideradas
amplamente distribuidas. Este é o caso de T. hirtipes (HANDSCHIN, 1924), descrita e
registrada em cavernas do Brasil, mas também encontrada na Argentina; e as espécies T.
jataca (WRAY, 1953) (Porto Rico e Jamaica), T. luquillensis (MARI-MUTT, 1987) (Porto
Rico) e T. geminata (MARI-MUTT, 1987) (Porto Rico) que apresentam sobreposi¢cdes de
diversas caracteristicas morfologicas (HANDSCHIN, 1924, MARI-MUTT, 1987;
CASSAGNAU, 1963).

~ T. piracurucaensis .

T. judithnajtae Trogolaphysa sp. =

LNy _#4 ih
Figura 2. Comparacdo entre espécies de Trogolaphysa edéaficas (A-D); e cavernicolas (E-F). A-D, diferentes
padrdes de pigmentacdo e tamanhos de apéndices das espécies: A, T. ernesti Cipola & Bellini, 2017; B, T.
piracurucaensis NUNES & BELLINI, 2018; C, T. nigrolineata CIPOLA & BELLINI, 2022; D, T. judithnajtae
NGUYEN & SOTO-ADAMES, 2018. E, Habitus de espécie cavernicola de Trogolophysa sp. com reducdo de
pigmentacdo. F, Espécie hipdgea Trogolaphysa jacobyi SOTO-ADAMES & TAYLOR, 2013 com redugdo de
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pigmentacdo ocular e alongamento de antenas (figuras adaptadas de SOTO-ADAMES & TAYLOR, 2013;
CIPOLA & BELLINI, 2017; SOTO-ADAMES & NGUYEN, 2018; NUNES & BELLINI, 2018; CIPOLA &
BELLINI, 2022; ZEPPELINI et al., 2022).

Ha 75 espécies de Trogolaphysa descritas para a regido Neotropical e o Brasil abriga
cerca de 32% dessa riqueza (24 spp.), sendo o pais mais representativo em numero de
espécies do género em todo o globo (ZEPPELINI et al., 2024) (Fig. 2). E possivel supor que
espeécies de Trogolaphysa que habitam cavernas se tornem possivelmente restritas a elas e, ao
longo do tempo, devido a sua baixa motilidade, é esperado o isolamento de pelo menos parte
desses individuos e perda de fluxo génico entre as popula¢Bes. Na Caatinga, esse processo é
ainda mais esperado, sendo as cavernas deste bioma um refugio natural, com temperaturas
mais baixas e constantes e maior umidade em comparacdo ao meio externo (BENTO et al.,
2021).
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Figura 3. Mapa da distribuicdo das espécies de Trogolaphysa no globo. Pontos vermelho no mapa representam a

localizacdo de espécies de Trogolaphysa.

A morfologia, naturalmente, é a principal forma de identificacdo de Collembola, e o
conceito morfologico (tipoldgico) de espécie ainda € amplamente aplicado a taxonomia
moderna do grupo. Entretanto, a utilizacdo de uma Unica fonte de informacdo para a
delimitacdo de espécies pode subestimar a real riqueza taxonémica de uma determinada
linhagem (ZHANG et al., 2018; MATEOQS et al., 2021). Outros métodos de delimitacdo de
especies podem ser utilizados como andlises complementares ou principais para a descricdo
de novas espécies, seguindo diferentes pressupostos como: identidade morfoldgica,
compatibilidade reprodutiva, conceito filogenético de espécie ou unificado (SOTO-
ADAMES, 2002; CARSTENS et al., 2013; FISER et al., 2018; ZHANG et al., 2018).
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1.5 Taxonomia integrativa em Collembola

Nos Ultimos anos, a integracdo de metodologias baseadas em evidéncias moleculares
na taxonomia de Collembola tem auxiliado na descoberta, redescricdo ou reposicionamento
de taxons morfologicamente similares (ZHANG et al., 2018; KATZ et al., 2018; WINKLER
et al., 2020; BELLINI et al., 2022). A utilizacdo de DNA barcoding tem se mostrado eficaz na
identificacdo da diversidade criptica dentro de téxons tratados como a mesma espécie,
principalmente quando combinada a outros critérios taxondmicos como morfologia e
distribuicdo (SOTO-ADAMES, 2002; ZHANG et al., 2015; YU et al., 2018).

O gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade |1 (COX1) tem sido amplamente
utilizado na identificacdo de linhagens e célculos de distancia genética intra e interespecifica
(HEBERT et al., 2003; HOGG & HEBERT, 2004). Até 0 momento, a plataforma Barcode of
Life (BOLD) possui cerca de 224.308 sequéncias publicas de Collembola depositadas e cerca
de 10.061 Barcode Index Number System (BINs). Unidades TaxonOmicas Operacionais
(OTUs), assim como BINs sdo resultado de algoritmos de agrupamento de taxons realizados a
partir de sequéncias genética.

Analises moleculares utilizando o COX1 demonstram boa resolucdo na identificacéo
de espécies em Collembola, com poucas excecbes (KATZ et al., 2015; ZHANG et al. 2018;
YU et al., 2018; MATEOQOS et al., 2021). Estas analises moleculares auxiliam os taxonomistas
de forma complementar aos caracteres morfologicos, e sdo capazes de separar e diagnosticar
espécies cripticas, resultando em maior precisdo na identificacdo taxonémica e maior
compressdo da biodiversidade e evolucdo de linhagens (ZHANG et al., 2018; Kovac et al.,
2023).

1.6 Ameacas a fauna subterranea

As cavernas desempenham um papel importante no estudo e compreensdo dos
processos bioldgicos devido a sua estabilidade ambiental (POULSON & WHITE, 1969), mas
também possuem importante papel econémico na mineracéo brasileira (GOMES et al., 2001;
CRUZ et al.,, 2010). A extracdo de calcario € uma atividade econémica presente nos
municipios que possuem cavernas em rochas carbonaticas no RN (CRUZ et al., 2010). Ao
mesmo tempo, o estado possui producdo de petréleo e gas natural “em terra” representativa
para o pais, sendo o sexto maior produtor destes recursos no Brasil (AGENCIA NACIONAL
DO PETROLEO, 2019).
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Por outro lado, estas atividades econdémicas estdo associadas a perda ou degradacéo de
habitats subterraneos (FERREIRA & HORTA, 2001; BENTO et al. 2024). Até 2010, o
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Cavernas (CECAV) registrou no minimo
quatro incidentes ambientais relevantes em cavernas envolvendo a extracdo de minérios. Por
exemplo, a extracdo de calcario afetou a caverna Capoeira de Jodo Carlos e Caverna do
Macaco, localizadas nos municipios de Governador dix-sept Rosado e Apodi,
respectivamente (CRUZ et al. 2010). Recentemente, BENTO et al. (2024) listaram ameacas
identificadas nas cavernas da regido oeste do RN, sendo elas: desflorestamento nas areas de
entorno, agricultura, mineracdo irregular, exploracdo de petréleo, pecudria, Vvisitacao
desordenada e reducédo do nivel das aguas subterraneas.

Segundo a Portaria do Ministério do Meio Ambiente n°® 43/2014, o processo de
avaliacdo da conservacdo da fauna brasileira é responsabilidade do Programa Nacional de
Conservacdo das Espécies Ameacadas de Extingdo — Pro-Espécies (MMA, 2014). Entretanto,
toda avaliagdo é baseada nos dados cientificos publicos existentes, sendo a compilacdo destes
a primeira etapa para visualizacdo do estado atual da conservacao dos taxons. Dessa forma, a
identificacdo e delimitacdo de espécies ou linhagens que habitam cavernas, aliadas ao
conhecimento de sua distribuicdo e histéria evolutiva, podem auxiliar politicas de
conservacao com relacdo a indicacdo de cavidades ou zonas prioritarias para conservacao,
bem como dos recursos naturais presentes na Caatinga. E importante ressaltar também que
elucidar questdes taxonémicas é o inicio da busca por respostas as questdes ecoldgicas e
evolutivas.

Assim, este trabalho teve como objetivo explorar a diversidade criptica de
Trogolaphysa nas cavernas da regido oeste do RN, através de um estudo morfol6gico e
molecular, para esclarecer a aparente ambiguidade de caracteres taxonémicos entre
espécies/populacdes proximamente relacionadas, bem como verificar se ha congruéncia entre
as abordagens morfoldgicas e moleculares que suportem a nomeacdo de linhagens como
espécies diferentes. Além disso, visamos testar a posicdo filogenética de uma espécie de
Trogolophysa da regido amostrada dentre os Paronellinae e os Entomobryoidea, com base em
seu mitogenoma. Por fim, descrevemos duas novas espécies de colémbolos potencialmente
troglébios dos géneros Cyphoderus e Parrarhopalites BONET & TELLEZ, 1947 de cavernas
do RN.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar a fauna de Collembola de cavernas do RN, investigando a diversidade criptica
de Trogolaphysa por meio de um estudo integrativo morfolégico e molecular, testando a
posicdo filogenética de uma espécie do género proveniente da regido, e descrevendo novos
tdxons encontrados.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar a diversidade genética do complexo de espécies de Trogolaphysa para
delimitacdo de suas linhagens (Capitulo 1);

e Reconstruir o mitogenoma de Trogolaphysa zeppelinii (Soto-Adames & Bellini, 2015)
comb. nov. e compreender seu posicionamento filogenético entre os Paronellinae
(Capitulo 2);

e Descrever novas espécies de Cyphoderus e Parrarhopalites que habitam cavernas do
RN (Capitulo 3).
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Capitulo 1 - Diversidade criptica de Trogolaphysa zeppelinii (Soto-Adames & Bellini,
2015) comb. nov. (Entomobryidae, Collembola) em cavernas do semindrio brasileiro

Resumo

A regido oeste do Rio Grande do Norte abriga uma rica diversidade de invertebrados
cavernicolas, incluindo populagdes de espécies troglobias adaptadas a esses ambientes.
Fatores climaticos favorecem a formacdo de refugios subterrdneos que servem como abrigo
para essas populacGes e, ao longo do tempo, podem estar associados a especiacdo e a
distribuicdo desses organismos subterraneos. Estudos recentes com colémbolos tém utilizado
abordagens integrativas, especialmente morfoldgicas e genéticas, para identificar novas
linhagens, contribuindo para a sistematica, taxonomia e filogeografia do grupo. Inventérios
realizados em cavernas do estado revelaram uma ampla distribuicdo de morfoespécies
morfologicamente semelhantes. Diante disso, este trabalho teve como objetivo explorar a
diversidade criptica de uma morfoespécie de Trogolaphysa, utilizando uma abordagem
integrativa que combina métodos morfoldgicos e moleculares para delimitar suas linhagens,
esclarecer ambiguidades taxonémicas e contribuir para o conhecimento da sistematica e
evolucdo dessas espécies. Foram obtidas 32 sequéncias parciais do marcador mitocondrial
(COX1) e 30 de rRNA, sendo 20 de 18S e 10 de 28S. A morfoespécie, inicialmente
identificada como Lepidonella zeppelinii, foi transferida para Trogolaphysa, ap6s revisdo do
material tipo. A delimitacdo das linhagens de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. resultou em
cinco unidades taxondmicas operacionais bem definidas. Analises genéticas indicaram
estruturacdo populacional com correlacdo positiva entre diversidade genética e distancia
geogréfica. As arvores filogenéticas baseadas em 28S e 18S mostraram baixa resolucdo e
politomias. Além disso, ndo foram encontrados caracteres morfolégicos evidentes que
sustentem a separacdo das linhagens. Assim, Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. deve ser
considerada uma espécie Unica, com populacdes isoladas e bem estruturadas nas cavernas
inventariadas. A aplicacdo de técnicas moleculares é fundamental para revelar essa
diversidade oculta, assegurando seu reconhecimento e conservagdo. A identificagdo de
espécies cripticas contribui para a compreensdo da biodiversidade e é essencial para a
formulacdo de estratégias eficazes de protegdo, especialmente em &reas ndo protegidas, como
a maioria das cavernas analisadas neste estudo.

Palavras-chave: filogeografia, taxonomia integrativa, conservacéo, caatinga.
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1 INTRODUCAO

A regido oeste do Rio Grande do Norte (RN) abriga 1.372 cavidades naturais, a
maioria localizada em depdsitos calcarios da Formacdo Jandaira, pertencentes ao Grupo
Apodi (Angelim 2006; CECAV/ICMBIo, 2022). Essas cavernas sao habitat de uma
diversidade de invertebrados terrestres, aquaticos e espécies troglobias, como o hemiptero
Kinnapotiguara troglobia Hoch & Ferreira, 2013 e o anfipode Potiberaba porakuara Fiser,
Zagmajster & Ferreira, 2013, que apresentam adaptacbes morfologicas as condicdes
particulares desses ambientes. Dentre os invertebrados terrestres, os Collembola s&o um dos
tAxons mais abundantes nas cavernas do oeste do RN, com algumas espécies possuindo ampla
distribuicdo na regido (Bento et al. 2021).

A hipotese de surgimento de relictos oceanicos ou climaticos é amplamente explorada
para explicar a adaptacdo e evolucdo de linhagens cavernicolas, tanto para animais aquéaticos
quanto terrestres (Juan et al. 2010). A distribuicdo limitada de espécies troglofilas ou
troglébias entre as cavernas € um indicativo de dispersao restrita, oferecendo evidéncias
importantes para estudos biogeograficos (Katz et al. 2018; Schuppenhauer et al. 2019).
Modelos de especiacdo alopéatrica sugerem que mudanc¢as ambientais podem causar extin¢do
ou retracdo de espécies com potencial troglofilo de superficie, restando apenas os individuos
nas cavernas, que permaneceriam isolados e sujeitos a selecdao natural, resultando em eventos
de especiacdo (Juan & Emerson, 2010). Contudo, sistemas como drenagens paleoclimaticas e
fendas subterraneas que interconectam cavernas podem permitir a migracdo de populacdes,
favorecendo o fluxo génico entre elas (Juan & Emerson, 2010; Katz et al. 2018;
Schuppenhauer et al. 2019).

As flutuacdes climaticas globais, como as secas do Mioceno, desempenharam um
papel importante na estruturacdo populacional e diversidade genética de espécies de
Collembola em cavernas (Guzik et al. 2020; Kovac et al. 2023). A Chapada do Apodi, no
oeste do Rio Grande do Norte, foi impactada por eventos climéaticos recentes, como as secas
intensas do estagio Megalaiano, cerca de 4,2 mil anos atras, o que modificou a paisagem
fisica, causando aridificacdo e declinio da producéo de solo, e a vegetacdo da regido, com a
dominéncia de espécies da Caatinga (Utida et al. 2020). Esses eventos, associados com 0
estabelecimento da forte sazonalidade vista na Caatinga, tornaram cavernas potenciais
refugios para populacdes de invertebrados, oferecendo protecdo contra extremos ambientais
(Bento et al. 2021).
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O estudo de colémbolos com morfologia conservada, como no caso das espécies de
Lepidocyrtus Bourlet, 1839 e Pseudosinella Schéffer, 1897, tem se beneficiado de abordagens
taxonémicas integrativas para identificacdo de novas linhagens (Katz et al. 2015, Winkler et
al. 2020). Métodos que combinam dados morfoldgicos e genéticos tém sido fundamentais
para delimitar espécies de forma mais precisa e entender melhor a diversidade local. Estudos
que utilizam ferramentas moleculares, como DNA barcoding, muitas vezes revelam novas
linhagens e possibilitam a descri¢cdo de novos taxons (Cicconardi et al. 2013; Mateos et al.
2018; Yu et al. 2018).

O género Trogolaphysa Mills, 1938 (Entomobryidae, Paronellinae) é amplamente
distribuido no Brasil em habitats epigeos e hipégeos (Arlé & Guimaraes, 1979; Zeppelini et
al. 2022; Zeppelini et al. 2025). Estudos anteriores em cavernas do RN demonstraram que
este género estd amplamente distribuido em ambientes subterraneos da regido (Bento et al.
2021). Compreender a diversidade de Trogolaphysa nestas cavernas é essencial, ndo apenas
para a compreensao da biodiversidade local, mas também para a conservacao dessas espécies,
muitas das quais consideradas vulneraveis devido as ameacas antropogénicas que Sseus
habitats enfrentam (ICMBio/MMA, 2018; Bento et al. 2024).

Nesse contexto, este trabalho tem como objetivo explorar a diversidade criptica de
uma espécie de Trogolaphysa descrita baseada apenas em dados morfoldgicos, amplamente
distribuida nas cavernas do oeste do Rio Grande do Norte, utilizando uma abordagem
integrativa que combina métodos morfologicos e moleculares para delimitar suas linhagens,
esclarecer ambiguidades taxondmicas e contribuir para o conhecimento da sistematica e
evolucdo dessas espécies. Assim, as principais hipéteses deste estudo sdo: i) populacGes de
Trogolaphysa da mesma caverna ou de cavernas proximas apresentam similaridade
morfoldgica e molecular; ii) a distancia entre cavernas € um fator limitante para as espécies de
Trogolaphysa, pois seus espécimes apresentam baixa motilidade devido ao seu tamanho,

favorecendo a estruturacdo populacional em diferentes cavidades amostradas no estudo.

2 METODOLOGIA
2.1 Origem do material biol6gico

O material bioldgico utilizado nas analises morfologicas e moleculares foi coletado em
cavernas da Mesorregido Oeste do Rio Grande do Norte, Brasil, nos municipios de Barauna,
Felipe Guerra e Governador dix-sept Rosado entre 21-26 de julho de 2019 e 15-23 de agosto
de 2022 (Fig. 1). As 10 cavernas inventariadas estdo localizadas dentro do dominio da

Caatinga, conhecido principalmente pela dominéncia de vegetacdo xerofila lenhosa-arbustiva
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de baixo porte e clima quente e seco, com chuvas escassas e mal distribuidas durante o ano
(Giulietti et al. 2004; Kottek et al. 2006). A localizacdo das cavernas inventariadas esta
apresentada na Tabela 1 e Figura 1. Os mapas de distribuicdo foram construidos no software
QGis v.3.30.2 (2024) utilizando dados extraidos do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2024) e do CANIE/CECAYV (2024).

Das cavernas amostradas, apenas Furna Feia, Furna Nova e Pedra Lisa estéo
legalmente protegidas dentro do Parque Nacional (PARNA) da Furna Feia, que possui 84,94
km2 (8.494,00 ha) e 207 cavidades naturais, mais 45 na zona de amortecimento. O Parque
abriga nascentes e cursos d’agua, como o Corrego do Virgilio, além de rios subterraneos,
importantes para infiltracdo de &gua para o lengol freatico, bem como para diminuir a
temperatura localmente, ja que as cavernas da regido sdo capazes de armazenar agua. Na
regido do PARNA Furna Feia ha o registro de 176 espécies de aves, 31 espécies de
mamiferos, além do registro de 16 espécies troglébias (ICMBio, 2020).

Outras é&reas inventariadas estdo no municipio de Felipe Guerra, que abriga
aproximadamente 462 cavidades (CANIE/CECAYV, 2024). As cavernas Bota e Arapua sdo
proximas e estdo localizadas no Lajedo Arapua em Felipe Guerra. A caverna Boa,
Carrapateira, Trés Lagos e Urubu séo relativamente proximas entre si também, mas estéo
inseridas em lajedos diferentes, sendo eles, respectivamente: Lajedo da Lapa, Lajedo Rosario,
Lajedo do Brejo e Lajedo do Meio.

Por fim, a ultima caverna inventariada, Capoeira de Jodo Carlos, esta localizada no

Lajedo da Ramadinha, no municipio de Governador dix-sept Rosado (Fig. 1, Tabela 1).

Tabela 1. Localizacdo das cavernas inventariadas e lajedos em que estdo inseridas no Rio Grande do Norte,
Brasil.

Nome da Cavidade

Municipio Natural Localizacao Latitude (S) Longitude (W)
Pedra Lisa Parque Nacional da 0 (. ggr 370317 18,727
Furna Feia
. Parque Nacional da , . , Y
Baraina Furna Nova . 05°02'03.2 37°34'16.2
Furna Feia
Furna Feia Parque Nacional da g0 00115 g0 37033 366"
Furna Feia
Governador dix- Capoeira de Jodo Carlos  Fazenda Ramadinha 05° 30" 57" 37°31'41.4"
sept Rosado
Boa Lajedo Lapa 05°33'59.5"  37°41'52.4"
Urubu Lajedo do Meio 05° 34' 23" 37°39'08.7"
Felipe Guerra Trés Lagos Lajedo Brejo 05°35' 34.4" 37°41'12.7"
Carrapateira Lajedo Rosério 05° 33'38.4" 37° 39'50.2"
Bota Lajedo Arapua 05° 31" 30.9" 37° 37' 05.3"

28



Arapua Lajedo Arapua 05° 31'48.3" 37° 36'58.5"
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5°24'0"S
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O Furna Nova (FN)
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[] Limites do PARNA Furna Feia

5°30'0”S

5°36'0"S

N z
37°42'0"W 37°36’0”\Xl 3°0'o"w 37°24'0"W |
Figura 1. Mapa de distribui¢do das cavernas inventariadas na regido oeste do Rio Grande do Norte.

A captura ativa dos espécimes foi realizada no interior das cavernas utilizando-se de
pincéis embebidos em alcool absoluto e aspiradores entomoldgicos, em zonas com entrada de
luz (zonas fotica e disfotica) e sem luz (afética). A busca visual foi realizada em todos os
potenciais microhabitats (locais imidos e com acumulo de matéria organica, tais como guano
de morcegos e sob rochas). Os individuos capturados foram armazenados em criotubos com

alcool absoluto (100%) e refrigerados imediatamente apds a coleta em campo.
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Em laboratorio, individuos de cada caverna foram separados, diafanizados em liquido
de Nesbitt e montados em laminas semipermanentes em meio de Hoyer para confirmagéo
taxonémica e estudo morfoldgico, seguindo protocolos de montagem para microscopia optica
disponiveis em Bellinger et al. (1996-2024) e Jordana et al. (1997). Posteriormente, as
laminas foram levadas a estufa de secagem por aproximadamente cinco dias a 50°C. As
principais bibliografias utilizadas para identificacdo dos espécimes foram: Soto-Adames &
Taylor (2013), Soto-Adames et al. (2014), Soto-Adames (2015), Soto-Adames & Bellini
(2015), Bellini & Cipola (2017), Nunes & Bellini (2018), Cipola et al. (2022), Zeppelini et al.
(2022) e Soto-Adames et al. (2024).

2.3 Identificacdo e descri¢do do material bioldgico

Os individuos foram comparados a espécies da literatura, as principais estruturas
morfoldgicas estudadas e desenhadas foram: morfologia do bulbo apical e do apice da antena
IV; 6rgdo apical da antena Ill, quetotaxia da cabeca (labro, labio, dorso e ventre da cépsula
cefélica); quetotaxia dorsal do tronco; morfologia do complexo empodial I1l; quetotaxia do
fémur, do coldforo e da furcula.

A nomenclatura utilizada nas ilustragdes dos morfotipos foi baseada nas seguintes
bibliografias: Gisin (1967) e Mari-Mutt (1986) para a quetotaxia labial; Fjellberg (1999) para
estruturas do palpo labial; Cipola et al. (2014) para a quetotaxia labral; Mari-Mutt (1979),
modificado por Soto-Adames (2008; 2015) para a quetotaxia dorsal da cabeca; Szeptycki
(1979) para a quetotaxia dorsal, com adicGes de Soto-Adames et al. (2014) e Soto-Adames
(2015).

2.4 Extracdo, amplificacdo (PCR) e sequenciamento do DNA

Antes de iniciar o procedimento de extracdo, os espécimes foram colocados em tubos
criogénicos e deixados abertos por aproximadamente 15 minutos para secagem do alcool
utilizado para preservacdo. Todas as extra¢des utilizaram somente um individuo para obtercao
dos dados genéticos. Em colaboracdo com a Université Paul-Valery Ill, associada ao Centre
d'écologie fonctionnelle et évolutive e Centre National de la Recherche Scientifique (CEFE-
CNRS) da Franca, o DNA dos espécimes foi extraido com o kit “DNeasy Blood & Tissue”
fornecido pela Qiagen; e na Universidade Federal da Paraiba, Brasil, com o kit “Ludwig
Blood and Tissue” fornecido pela Ludwig Biotecnologia. Foi seguido o protocolo do manual
da Qiagen, exceto pela etapa de eluicdo, em que foi utilizado 60 ul de agua purificada.

O protocolo de extracdo do Kit Ludwig foi adaptado. Apos a secagem do alcool,

foram adicionados 180 pl de Buffer TL e 20 ul de proteinase K. Cada individuo utilizado foi
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macerado e a solucdo foi misturada através de vortex e incubada por 3h. Em seguida, foram
adicionados 100 pl de isopropanol e cada amostra foi centrifugada a 10.000 rpm por 60
segundos. O liquido resultante foi transferido para coluna de extracdo, que foi centrifugada
em 10.000 rpm por 90 segundos. O liquido depositado no tubo foi descartado, foram
adicionados 500 ul de Buffer IR a coluna de extracdo e centrifugado por 45 segundos a
10.000 rpm para secagem da membrana. O liquido depositado foi novamente descartado e
foram adicionados 600 ul de Buffer WB e centrifugado novamente por 45 segundos a 10.000
rpm. Foi repetida a etapa anterior em que foram adicionados mais 600 ul de Buffer WB e
centrifugado por 45 segundos a 10.000 rpm. O liquido depositado foi novamente descartado e
a coluna de extracdo foi novamente centrifugada a 10.000 rpm por 3 minutos. Por fim, foram
adicionados 40 ul de Buffer EL e a coluna de extracdo foi transferida ao tubo final de
armazenamento do DNA, e centrifugado por 90 segundos a 10.000 rpm.

Os fragmentos de DNA extraidos foram amplificados pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) com os primers LCO1490/HCO2198 para obtencdo do fragmento
mitocondrial do gene Citocromo Oxidase subunidade I; 18S1F/18S5R, 18S3F/18Shi e
18S5F/18S9R, e do gene nuclear codificante da menor subunidade ribossémica (18S); e, por
fim, AS1/OP4 e 28SrD1.2a/28Shout para obter, respectivamente, 0os genes nucleares das
regides D1-3 e D7-10 da maior subunidade ribossémica (28S).

Para a amplificagdo por PCR, os seguintes reagentes foram utilizados: 10 ul de mistura
para PCR (Master Mix) da Qiagen, 5 pl de agua purificada e 4 ul de cada primer com
concentragdo a 2 mM e 5 ul de DNA extraido, totalizando 25 pl por amostra. As
configuracdes do termociclador para os ciclos de PCR foram: 95 °C por 2 minutos, seguido
por 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C para desnaturacao; 30 segundos a 44 °C para anelamento
dos primers; 1 minuto a 72 °C para alongamento do DNA, com finaliza¢do do alongamento
por 10 minutos a 72 °C.

Apos a PCR, as amostras foram verificadas em gel de agarose (2%) e aquelas que
obtiveram sucesso (visualizacdo de banda Unica) seguiram para sequenciamento. As amostras
extraidas no Brasil foram sequenciadas pela ACTGene Analises Moleculares LTDA, sediada
no Rio Grande do Sul, e aquelas extraidas no CEFE foram sequenciadas pela Eurofins
Genomics sediada, na Alemanha.

Apos testes com individuos de diferentes cavernas e PCR com diferentes temperaturas
de anelamento (Tm), os primers AS1/OP4 e 18S1F/18S5R foram descartados, pois

apresentaram bandas duplas ou né&o apresentaram bandas no gel de agarose (2%). Apenas 0s
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produtos de PCR dos primers LCO1490/HCO2198, 18S5F/18S9R, 18S3F/18Shi e
28SrD1.2a/28Sbhout foram enviados para sequenciamento e utilizados nas etapas seguintes
(Tabela 2).

A avaliacdo de qualidade dos cromatogramas foi realizada com o programa Geneious
v.9.1.3 (Kearse et al. 2012) para verificar e corrigir eventuais erros de sequenciamento. Foram
realizadas buscas por potenciais contaminantes e confirmagdo da identidade
taxonémica/similaridade dos individuos com BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool)
no banco de dados do National Center of Biotechnology Information (NCBI). Sequéncias de
COX1, 18S e 28S das espécies Seira delamarei Jacquemart, 1980 (MH579466, KC236255 e
KC236292), Cyphoderus similis Folsom, 1927 (MT357800), Cyphoderus javanus Borner,
1906 (KM978401 e KM978338) e Cyphoderopsis sp. (KM978406, KM978408) disponiveis

no GenBank foram incorporadas como grupos externos nas analises filogenéticas.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificagdo do material genético dos individuos de Trogolaphysa das
cavernas da regido estudada.

Gene Primers Referéncia

Citocromo oxidase subunidade 1 (COX1) HC02198/LC0O1490 Folmer et al. 1994
18S1F/18S5R Giribert et al. 1996

Subunidade ribossdmica pequena (18S) 18S3F/18Shi \C/;v'rr]'itt)ﬁ]r; ?att ZII'. i%%(;
18S5F/18S9R Giribert et al. 1996
AS1/0OP4 Xiong et al. 2008

Subunidade ribossdémica grande (28S) Whiting et al. 1997;

28SrD1.2a/2B8Shout Giribert et al. 2001

2.5 Analises filogenéticas

As sequéncias de nucleotideos foram alinhadas utilizando a ferramenta MAFFT 7.017
(Katoh & Standley, 2013) implementada no Geneious v.9.1.3. O alinhamento das sequéncias
foi corrigido manualmente, quando necessario e traduzido em aminoacidos para inspe¢do de
erros, como a presenca de cddons de parada em sequéncia codificantes como o COXL.
Sequéncias dubias devido a sitios heterozigotos, com insercdo de espacos (gaps) e abaixo de
600 pares de base (bp) para COX1 foram excluidas do conjunto de dados utilizados nas
analises.

Para andlise de Maxima Verossimilhanga (ML) e Inferéncia Bayesiana (BI) foi
utilizado o alinhamento de nucleotideos, sem exclusdo da terceira base do cédon. O modelo
de substituicdo de nucleotideos GTR+G sugerido pelo programa jModelTest 2.1.10 (Posada,
2008) foi utilizado para os marcadores COX1, 18S e 28S. A arvore consenso de ML foi
realizada pelo RAXML v.8.2.12 (Stamatakis, 2014), implementado no Geneious, com valor de

1000 bootstraps. A reconstrucdo da arvore por Bl foi realizada apenas com dados de COX1, e
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foi utilizado o programa Mr. Bayes v.3.2.7a (Ronquist et al. 2012), com 0s seguintes
parametros: 1.000.000 de geracOes, amostradas a cada 1.000 e com burnin de 25%.

A arvore ultramétrica para analise do tempo de divergéncia foi reconstruida no
programa BEAST v.1.10.4 (Drummond & Rambaut, 2007), com parametros definidos no
BEAUTI v.1.10.4: modelo evolutivo GTR+G, relégio molecular relaxado, modelo
coalescente com populagédo constante e taxa de mutagdo mitocondrial para Hexapoda (0.0115)
(Katz, 2020), cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) de 100 milhGes de geraches e
amostragens a cada 1000 geracdes e burnin de 10% realizado no TreeAnnotator v.1.7. As
arvores  filogenéticas  foram  visualizadas no  programa  FigTree v.1.4.4
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e posteriormente editadas no programa Adobe
Illustrator 2020 v.24.1.1.

2.6 Distancia genética e delimitacdo de espécies

A delimitacdo de espécies foi realizada por métodos baseados em distancia genética e
arvore ultramétrica, em que foram utilizados quatro modelos de delimitagdo, sendo quatro
baseados em arvores (General mixed Yule coalescent - GMYC, Poisson tree processes - PTP,
Bayesian Poisson tree processes - bPTP e Multi-rate Poisson Tree Processes - mPTP) e dois
baseado em distancia (Automatic Barcode Gap Discovery - ABGD e Assemble Species by
Automatic Partitioning - ASAP). As analises ABGD, ASAP, bPTP, mPTP e GMYC foram
realizadas em suas respectivas plataformas online: https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/,
https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/asap/, https://species.h-its.org/, https://mptp.h-its.org/ e
https://species.h-its.org/gmyc/ (Puillandre et al. 2012; Fujisawa & Barraclough, 2013; Zhang
et al. 2013; Kapli et al. 2017; Puillandre et al. 2021). As analises ABGD e ASAP utilizaram
Kimura 2 Pardmetros (K2P) como modelo de substituicdo. Por fim, a arvore ultramétrica
necessaria para analise GMY C foi obtida no software BEAST.

O calculo das distancias genéticas entre grupos e intragrupos de cavernas foi realizado
no programa MEGA v.11.0.13 (Tamura et al. 2021). A analise de correlacdo entre as
distancias geogréfica e genética foi conduzida no programa RStudio v.2024.04.01 utilizando o
teste de Mantel com 1.000 permutacGes. Os pacotes geosphere (Hijmans, 2022), parzer
(Chamberlain & Sagouis, 2021), tidyverse (Wickham et al. 2019), vegan (Oksanen et al.
2024) foram empregados na analise. Para a transformacéo dos dados espaciais de localizagéo
das cavernas foi utilizada a formula de Haversine (Sinnott, 1984), devido a limitada distancia

entre as localidades.
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2.7 Andlise de diversidade genética e haplotipica

A partir do conjunto de dados com 32 sequéncias parciais de COX1 de Trogolaphysa,
foi realizada a distribuicdo de haplétipos no software DNAsp v.6 (Rozas et al. 2017) e a
visualizacdo da rede de haplétipos foi construida no PopArt v.1.7 utilizando TCS Network
(http://popart.otago.ac.nz) (Clement et al. 2002).

A anélise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada no software Arlequim
3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010), para testar as hipoOteses de estruturacdo genetica dos
grupos-alvo de acordo com a distribuicdo das cavernas e rede de hapldtipos. A AMOVA foi
conduzida para investigar a estrutura genética de duas populacdes por sua distancia
geogréfica, agrupando as populacdes da seguinte forma: o Grupo 1 incluiu as populacdes de
ARA, BOT, URU, BOA, TLG, CAR e CJC, enquanto o Grupo 2 foi composto pelas
populacdes de FF, FN e PL (Tab. 3).

Tabela 3. Informacg6es sobre as cavidades inventariadas e identificacéo.

Nome da cavidade natural Abreviagdes dos nomes das cavidades Localizagéo Morf6tipo
Pedra Lisa PL PARNA Furna Feia 1
Furna Nova FN PARNA Furna Feia 1
Furna Feia FF PARNA Furna Feia 1
Capoeira de Jodo Carlos cJc Fazenda Ramadinha 1
Boa BOA Lajedo Lapa 1|2
Urubu URU Lajedo do Meio 2
Trés Lagos TLG Lajedo Brejo 1|2
Carrapateira CAR Lajedo Rosério 12
Bota BOT Lajedo Arapud 2
Arapua ARA Lajedo Arapua 2

2.8 Critério de validacdo de espécies

O critério para delimitacdo de espécies foi adaptado seguindo Zhang et al. (2018) e Yu
et al. (2018). Assim, linhagens séo consideradas distintas somente quando ha: (I) congruéncia
entre as delimitacdes morfologicas e moleculares (Padial et al. 2010); (Il) diagnostico
morfoldgico confiavel com nenhum ou poucos intermedidrios entre as linhagens; e (I11)
formacdo de agrupamentos genéticos com taxa de dissimilaridade maior ou igual a 5% entre
as sequéncias de COX1 (Zhang et al. 2018). Linhagens incongruentes entre 0s critérios acima
passaram pelos seguintes procedimentos: (1) busca de novos caracteres capazes de diferenciar
as linhagens das demais; (I1) rejeicdo dos resultados por sua incongruéncia com outras
analises (Yu et al. 2018).
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4 RESULTADOS

4.1 Analises moleculares das populacdes de Trogolaphysa amostradas

Do ponto de vista morfolégico, os representantes das diferentes populacdes de
Trogolaphysa foram identificados como Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. (mais detalhes
sobre isso sdo apresentados no proximo tdpico). Os individuos das cavernas Pedra Lisa (PL),
Furna Nova (FN), Furna Feia (FF), Boa (BOA) e Trés Lagos (TLG) foram identificados como
Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. 1 (morfétipo 1), enquanto os individuos das cavernas
Carrapateira (CAR), Capoeira de Jodo Carlos (CJC), Urubu (URU), Arapua (ARA) e Bota
(BOT) foram assinalados como Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. 2 (morfétipo 2) (Fig. 5;
Tab. 3). Os dois morfétipos apresentam alta similaridade morfologica, diferindo
especialmente na quantidade de macroquetas internas no Abd. IV e pseudoporos da placa
manubrial (Tab. 4).

Foram obtidas 32 sequéncias parciais de COX1, 20 de 18S e 10 de 28S de
Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. As sequéncias do DNA ribossdmico 18S e 28S
apresentaram sitios heterozigotos, dificultando a interpretacdo dos dados genéticos e correcao
manual desses marcadores. Portanto, a maioria das sequéncias de 18S e 28S foi descartada, 0
que reduziu o conjunto de dados nucleares e, por isso, estes marcadores foram utilizados
apenas para inferéncia filogenética de ML (Tab. 4; Fig. 3). A partir do conjunto de dados de
COX1 foram geradas arvores de ML, Bl, rede de hapl6tipos, matriz de disténcia genética e
analise de dindmica populacional (Fig. 2).

A reconstrugdo filogenética de ML e BI para o marcador COX1 resultou em &rvores
consenso com a mesma topologia e com dois clados bem definidos e com elevados valores de
suporte (bootstrap e probabilidade posterior, respectivamente) (Fig. 2). Os individuos das
cavernas Pedra Lisa, Furna Nova e Furna Feia foram agrupados em um clado com alto
suporte para as duas analises, assim como os individuos das cavernas Trés Lagos, Boa,
Carrapateira, Capoeira de Jodo Carlos, Urubu, Arapua e Bota (Fig. 2). Ja as arvores de ML
para o conjunto de dados nuclares ndo resultaram em clados bem definidos (Fig. 3).

A delimitagdo das linhagens pelos métodos ASAP, PTP, bPTP, mPTP e GMYC
resultou em cinco unidades taxondmicas operacionais (OTUs) bem definidas. A OTU-1 foi
composta por individuos das cavernas FN e FF; a OTU-2 apenas por PL; a OTU-3 por
individuos de BOA, CAR e TLG; a OTU-4 por individuos de CJC; e a OTU-5 por URU,
BOT e ARA. Apenas a delimitacdo por ABGD resultou em trés linhagens, sendo a primeira
composta pela OTU-1, a segunda pela OTU-2 e a terceira pela OTU-3 + OTU-4 (Fig. 2).
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A distancia genética intrapopulacional foi baixa, e variou entre 0-0,0076 (0%-0.76%).
Ja a distancia entre as populacdes de cada caverna variou entre 0,0024-0,1829 (0%—20%)
(Tab. 5). O teste de Mantel demonstrou que a distancia genética entre as populacfes esta
positivamente correlacionada com a distancia entre as cavernas (r = 0.93; p = 0.0009),
corroborando também a estruturacdo populacional apresentada na rede de haplotipos (Fig. 4).
Apenas as cavernas BOA + TLG e ARA + BOT apresentaram haplétipos compartilhados.

Tabela 4. Detalhes sobre a identificagdo morfoldgica e tamanho dos marcadores moleculares das diferentes
populac6es de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. amostradas no estudo.

Abd.
Caverna Morfétipo in t(la\r/nal Mag;]lcl))rio Seqclé)é;iias Sequéncias 185 Sequéncias 28S
mac
PL 1 (4)3-5 3-4 (6224 bp) (139% bp) (872—1%01 bp)
FN 1 (4)3-5 34 (6223 bp) (1364—12394 bp) (6271 bp)
FF 1 (4)3-5 3-4 (59476322 bp) (1386—?404 bp) ]
BOA 112 35 1-2 (6224 bp) (1158—12393 bp) ]
TLG 1]2 3-5 1-2 (6222 bp) (1164—12393 bp) )
CAR 1]2 3 2-3 (6223 bp) (1176 _5393 bp) (879—12114 bp)
clc 2 3 2 (6222 bp) (1366—12392 bp) (1113—12115 bp)
URU 2 3 1-3 (6223 bp) (138; bp) (111%5 bp)
BOT 2 3 2 (6223 bp) (13929 bp) (10212 bp)
ARA 2 3 2 (62;5 bp) (1389—12393 bp) (105%1 bp)
Total 32 20 10

Tabela 5. Distancia genética média intrapopulacional (diagonal principal) e interpopulacional de Trogolaphysa
zeppelinii comb. nov. baseado no marcador COX1.

ARA BOT URU BOA TLG CAR CJC FF FN PL
ARA  0,0026
BOT 0,0024 0,0021
URU 0,0105 0,0103 0,0022
BOA 0,0631 0,0644 0,0542 0,0076
TLG 0,0645 0,0657 0,0555 0,0065 0,0000
CAR 0,0663 00675 0,0573 0,0119 0,0103 0,0032
cJc 00782 0,0783 0,0679 0,0737 00750 0,0768 0,0032
FF 0,1r77 01790 0,1782 01749 0,1737 0,1748 0,2011 0,0011
FN 0,792 01804 0,1796 01724 0,1709 01734 0,1981 0,0076 0,0065
PL 0,1808 0,1829 0,1863 0,552 0,1506 0,1525 0,1786 0,1034 0,1036  0,0025

*Modelo de substituicdo: Kimura 2 Pardmetros. Legendas para 0s nomes das cavernas apresentada na Tabela 2.
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Figura 2. Arvore filogenética de Maxima Verossimilhanca utilizando 32 sequéncias de COX1 de Trogolaphysa
zeppelinii comb. nov. e trés espécies proximas de Entomobryidae como grupo externo. (A) Barras verticais
representam as delimitacbes das OTUs pelos métodos ASAP, mPTP, PTP/bPTP, ABGD e GMYC. Nés da
filogenia com valores de bootstrap (ML) e probabilidade posterior (BI), respectivamente; *valor de bootstrap
ndo apresentado. Abreviacdes para os nomes das cavernas apresentada na Tabela 2.

As arvores filogenéticas e a estruturacdo populacional com COX1 indicam cinco
linhagens de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. bem suportadas, mas apenas duas linhagens
com monofilia reciproca, sendo a primeira composta por OTU-1 + OTU-2 e a segunda por
OTU-3 + OTU-4 + OTU-5. Os individuos das cavernas FF, FN e PL (OTU-1 + OTU-2) estdo
mais proximamente relacionados que os individuos das outras cavernas. Isto pode ser
visualmente observado na distancia genética entre as cavernas (Tab. 5) e na quantidade de
mutacdes entre os haplotipos (Fig. 4).

Os resultados da AMOVA revelaram que a maior parte da variacdo genética foi
encontrada entre 0s grupos, correspondendo a 64,49% da variagéo total (variancia de 30,84).

Isso indica uma diferenciacdo genetica entre as divisdes populacionais nas cavernas ao Norte
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(Grupo 1) e ao Sul (Grupo 2). O indice de fixacdo, FST (0,96), indica uma alta diferenciacéo
genética total entre as populagdes, o que sugere um fluxo génico extremamente limitado ou
quase inexistente entre elas. O indice FSC (0,88) aponta para uma forte estruturacdo genética
dentro de cada grupo. E, por fim, o indice FCT (0,64) reforca que ha uma alta diferenciacédo
genética entre os dois grupos estabelecidos. Os testes de significancia indicaram que todos os
componentes de variancia e indices de fixacdo sdo altamente significativos (P < 0.01),
reforcando a robustez da estruturacao populacional e genética observada.

Embora as analises genéticas tenham resultado na divisdo de linhagens, com rede de
haplétipos, teste de Mantel e AMOVA apresentando correlagdo positiva entre a diversidade
genética e a distancia para estruturacdo populacional, as arvores filogenéticas baseadas em
dados nucleares (28S e 18S) resultaram em politomia e baixa capacidade de resolucdo das
relacBes entre as populacdes (Fig. 3). Além disso, ndo ha caracteres morfoldgicos evidentes
que sustentem a separacdo de cinco linhagens, segundo métodos de delimitacdo, ou duas
linhagens, segundo as andlises filogenéticas. Dessa forma, a espécie Trogolaphysa zeppelinii
comb. nov. distribuida nas cavernas do RN possui populaces bem estruturadas e isoladas do
ponto de vista do fluxo génico e, portanto, devem ser consideradas linhagens isoladas, apesar
da baixa diferenciacdo morfoldgica.

Tabela 6. Teste de analise de variancia molecular (AMOVA) para avaliar quanto da variagdo genética

observada nas sequéncias do COX1 de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. pode ser explicada de acordo
com a localizacdo das cavernas ao Norte e ao Sul da &rea inventariada.

[<F) " o
1% § g 18 8
© = N o S
g 8o 5 g = @) o =
> O« 8w > &
3 3= L 3 > i i 2
i) %) & © ©
5 . g S
I 3 3 S
Entre grupos 1 477.402 30.84 64.49 0.88*

Entre as populagbes 8 393.773 15.04 31.45 0.96*

dentro dos grupos

Dentro dos grupos 22 42.700 1.94 4.06 0.64*

Total 31 913.875 47.82

*valor de p <0.01
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Figura 3. Arvore filogenética de Méaxima Verossimilhanca baseada em marcadores nucleares de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. e trés espécies proximas de Entomobryidae
como grupo externo. (A) Arvore filogenética com 20 sequéncias de 18s. (B) Arvore filogenética com 10 sequéncias de 28s. Nos das filogenias com valores de bootstrap. Legendas
para 0os nomes das cavernas apresentada na Tabela 2.
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Figura 5. Arvore consenso ultramétrica das linhagens de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. com idade média
estimada baseada na taxa de mutagdo mitocondrial para Hexapoda. N6s com valores de 95% HPD e variagdo da
idade média para separacéo das linhagens.

4.2 Redescricdo de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov.

A espécie Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. foi descrita originalmente no género
Lepidonella Yosii, 1960, em remanescentes de Floresta Atlantica do Rio Grande do Norte
(Soto-Adames & Bellini, 2015). Entretanto, ap06s revisdo do material tipo depositado na
Colecdo de Collembola da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, foi possivel
identificar que L. zeppelinii pertence ao género Trogolaphysa, devido a quantidade de
tricobdtrias presentes no Abd. IV (Deharveng et al. 2018), além de corresponder, do ponto de
vista morfoldgico, aos morfotipos obtidos nas cavernas do oeste potiguar. Dessa forma, 0s
desenhos dos morfétipos de T. zeppelinii comb. nov. neste trabalho complementam a

descricdo da espécie, sendo necessaria analises moleculares para delimitar o limite genético
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entre a populagdo de T. zeppelinii comb. nov. dos remanescentes de Mata Atlantica e da
Caatinga. A redescricdo da espécie estd apresentada abaixo, destacando as variacGes

observadas nos dois morfotipos deste estudo.

Ordem Entomobryomorpha Bérner, 1913
Superfamilia Entomobryoidea Womersley, 1934
Familia Entomobryidae Bdrner, 1906 sensu Godeiro et al. 2022
Subfamilia Paronellinae Borner, 1906 sensu Godeiro et al. 2022
Género Trogolaphysa Mills, 1938

Diagonose: Pigmentacdo palida ou ausente (em espécies hipogeas); formas epigeas
geralmente pigmentadas. Escamas hialinas distribuidas na Ant. I-11, cabeca (dorsal e ventral),
troco dorsal, face ventral do manubrio e dens. Ant. IV sem subsegmentos, levemente anelada
ou lisa; bulbo apical ausente. Labro sem papilas externas; papilas internas, se presente, em
forma de espinhos, raramente em forma de “franjas”. Cerdas pré-labiais lisas ou ciliadas.
Olhos presentes ou ausentes. Cabeca dorsal com tricobétria anterior lateral a Ant. I,
microqueta Ps3 ausente. Cerdas labiais L1 e L2 subiguais, L2 nunca reduzida. Regido pos-
labial geralmente com muitas cerdas organizadas em uma ou duas linhas transversais.
Quetotaxia do Th. I1-111 e Abd. I reduzidas em espécimes adultos. Tronco dorsal (Th. 1I-Abd.
V) com ms e sensilas, sendo respectivamente: 1010100 e 11|011+2-3. Abd. IV com 3
tricobdtrias. Manubio sem espinhos. Dens com uma ou duas fileiras de espinhos ciliados.
Mucro quadrado (curto), subretangular (intermediario) ou rectangular (longo), com 3-5
dentes (Mills 1938; Soto-Adames et al. 2014; Soto-Adames 2015; Bellini & Cipola 2017;
Nguyen & Soto-Adames 2018; Souza 2021; Zeppelinii et al. 2022; Soto et al. 2024)

Espécie-tipo: Trogolaphysa maya Mills, 1938.

Trogolaphysa zeppelinii (Soto-Adames & Bellini, 2015) comb. nov.

0,3 mm

0,3 mm
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Figura 6. Habitus de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. em alcool. (A) espécime da caverna Furna Feia; (B)

espécime da caverna Urubu.

Material tipo. Hol6tipo fémea em lamina; Brasil, Rio Grande do Norte, Macaiba, 12/X/2011,
coll. B. C. Bellini. Depositado na Colecdo de Collembola do DBEZ/UFRN. Parétipos da
mesma que o hol6tipo: 1 macho e 2 femeas em l&minas depositadas na Colecdo de
Collembola do DBEZ/UFRN; 1 macho e 1 fémea em laminas depositadas na Colecdo
Entomolodgica do Museu Nacional do Rio de Janeiro (CM/MNRJ).

Outros materiais examinados depositados na Colecédo de Collembola do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Norte:

e Brasil, Rio Grande do Norte, Baralna, Parque Nacional da Furna Feia, caverna
Furna Feia (05°02°13.38”S; 37°33’ 35.24”W), 22/V11/2019; Souza P.G.C, Bento D.
M., latagani, Bellini B.C., Silva G.M. coll. Paréatipos: 8 fémeas.

e Brasil, RN, Baralna, caverna Furna Nova (05°02°03.8”S; 37°34°15.8”W),
21/V11/2019, Souza P.G.C, Bento D. M., latagani, Bellini B.C., Silva G.M. coll.
Individuos em l&minas: 1 macho, 2 fémeas e 1 juvenil.

e Brasil, RN, Barauna, caverna Pedra Lisa (05°02°44.0”S; 37°31’18.72”W),
21/V11/2019, Souza P.G.C, Bento D. M., latagani, Bellini B.C., Silva G.M. coll.
Individuos em ldminas: 3 fémeas, 1 machos e 2 juvenis.

e Brasil, Rio Grande do Norte, Felipe Guerra, caverna Urubu (05°34°21.7”’S;
37°39°08”W), 24/V11/2019. Souza P.G.C, Bento D. M., latagani, Bellini B.C., Silva
G.M. coll. Individuos em laminas: 10 fémeas e 2 machos.

e Brasil, RN, Felipe Guerra, caverna Bota (05°31°30.9”S; 37°37°05.3”W),
26/V11/2019, Souza P.G.C, Bento D. M., latagani, Bellini B.C., Silva G.M. coll.
Individuos em ldmina: 6 fémeas e 1 macho.

e Brasil, RN, Felipe Guerra, caverna Arapua (05°31°48.2”S; 37°36°58.5”"W),
23/V11/2019. Souza P.G.C, Bento D. M., latagani, Bellini B.C., Silva G.M. coll.
Individuos em laminas: 3 fémeas, 1 macho e 4 juvenis.

e Brasil, RN, Gov. dix-sept Rosado, caverna Capoeira de Jodo Carlos
(05°30°57.0”S; 37°31°42.0”W), 23/VI1I/2019. Souza P.G.C, Bento D. M., latagani,
Bellini B.C., Silva G.M. coll. Individuos em laminas: 2 machos, 5 fémeas e 1
juvenil.

e Brasil, RN, Felipe Guerra, caverna Boa (05°33°59.5”S; 37°41°52.4”W),
23/V11/12019. Souza P.G.C., Bento D. M., Bellini B.C., Silva G.M. coll. Individuos
em laminas: 3 fémeas, 1 macho e 2 juvenis.

e Brasil, RN, Felipe Guerra, caverna Trés Lagos (05°35°34.4”'S; 37°41°12.7°W),
25/V11/2019. Souza P.G.C., Bento D. M., Bellini B.C., Silva G.M. coll. Individuos
em laminas: 4 fémeas e 3 juvenis.

e Brasil, RN, Felipe Guerra, caverna Carrapateira (05°33°38.4’S; 37°39°50.2”W),
25/V11/2019. Souza P.G.C., Bento D. M., Bellini B.C., Silva G.M. coll. Individuos
em laminas: 2 fémeas e 1 juvenil.
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Diagnose. Corpo com cerca de 2 mm. Espécimes com pigmentacdo distal na Ant. I,
Ant. 1I-1V pigmentadas; pernas com pigmentagédo difusa; mancha ocular preta. Antenas duas
vezes maiores que o comprimento da cabeca. Antena IV lisa, com um 6rgéo sensorial apical.
Sensilas do oOrgdo apical da Ant. Il normais. 8+8 olhos. Cerdas pre-labrais ciliadas, 2
espinhos labrais presentes, normais e separados. Formula labial: M1-2rEL1-2al-5, r
reduzida. Quetotaxia dorsal cefalica com 11-16 An mac, A0, A2, S5, Pa5 e Pm3 como mac;
4-5 mic interoculares; cerdas pds-labiais basais 5-10. Mesotdrax maior que 0 comprimento
mediano do metatérax. Th. Il com a5 e 3 mac no complexo p3. Th. 11l sem mac. Abd. I com
mic a6. Abd. Il com 2 (m3 e m5) e Abd. Il com 3 (m3, am6, pm6) mac, respectivamente;
Abd. IV com 3-4 mac internas (A3, A5, B4 e B5; B4 mic ou ausente), B6 como més; 9-13
cerdas posteriores e 4-9 psp. Orgdo metatrochanteral com 21-35 cerdas em forma de
espinhos. Ungues com 3-4 dentes internos, 2 basais simétricos, 1 medial e 1 apical (presente
ou ausente); unguiculos lanceolados com lamela postero-externa serrilhada; tenent-hairs
capitados. Coldforo anterior com 2+2 ou 3+3 mac distais; lateral flap com 3-7 ciliadas e 5-6
lisas. Placa manubrial com 4-5 cerdas e 2-3 psp. Dentes com 2 fileiras de espinhos ciliados
com 21-44 espinhos interno e 19-51 espinhos externo. Mucro curto ou longo (proporc¢édo
largura: comprimento do mucro = 1: 2.1-4.5), com 4 dentes.

Descri¢do. Comprimento total (cabega + tronco) dos espécimes das cavernas variando
entre 1,5-2,6 mm (holétipo = com 1,8 mm). Habitus tipico de Paronellini. Espécimes palidos
com pigmentacdo azul clara distal na Ant. I, Ant. IlI-IV pigmentadas; pernas com
pigmentacdo dispersa; cabeca e corpo sem pigmentacao evidente (Fig. 6). Escamas fortemente
ciliadas, apicalmente arredondadas, cobrindo Ant. I-1I, Ant. Ill (regido proximal), cabeca
dorsal e ventral, tronco dorsalmente, manudbrio e dentes ventralmente. Pernas e coléforo sem
escamas.

Cabeca (Fig. 7). Antenas até 2.2 vezes maiores que a diagonal cefalica (1.7-2.2 mm),
Ant. 11 HE IV = 1:1,5: 1,1: 2,1, Ant. IV lisa, com um 6rgéo sensorial apical, sem bulbo
apical (Fig. 7A-B). Orgéo sensorial da Ant. IIl com dois bastGes sensoriais normais e trés
sensilas-guarda circundantes, uma ventro-lateral reduzida (Fig. 7C-D). Ant. Il dorsalmente
com trés tipos de sensilas: acuminadas, arredondadas e inchadas no apice (Fig. 7E-F). Quatro
cerdas pré-labrais ciliadas. Formula das cerdas labrais: 4 (al-2), 5 (m0-2) e 5 (p0-2), todas
lisas, cerdas p mais longas que as outras, cerdas a mais espessas que as outras (Fig. 7G-H);
dois espinhos ventrais labrais lisos, em papilas individualizadas (Fig. 71-J). Férmula das
papilas dos palpos labiais (e cerdas-guarda) como H(2), A(0), B(5), C(0), D(4), E(4) + l.p.;
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l.p. ndo atingindo o &apice da papila E (morfotipo 1) ou atingindo o apice da papila E
(morfétipo 2) (Fig. 7K-L). Lobo maxilar externo com cerdas basais e distais subiguais e lisas;
placa sublobal com 2 apéndices lisos (Fig. 7M—N). Campos labiais basolateral e basomedial
com cerdas M1-2, E, L1-2 ciliadas, r, al-5 lisas, r reduzida (Fig. 70-P). Quetotaxia ventral
pos-labial com cerdas ciliadas anteriores G1-4, H1-4 e J1-2; sulco ceféalico com 3+3 cerdas
anteriores, 1+1 mediais e 6-10 cerdas posteriores basais (morfotipo 1) ou 5-7 (morfétipo 2)
(Fig. 7Q-R). Olhos 8+8, lentes A—F subiguais, G e H menores; 4 mic interoculares (morfétipo
1) ou 5 mic intraoculares (morfotipo 2) (Fig. 8A-B). Quetotaxia dorsal com 15-16 cerdas
antenais (An) (morfétipo 1) ou 11-14 cerdas antenais (morfétipo 2), 4-5 anteriores (A0, Al-
3 e A5, Al presente ou ausente), 4 mediais (M1-4), 4 suturais (S2-5), 2 pds-occipitais (Ps2 e
Ps5), 4 postero-anteriores (Pa2-3, Pa5, Pa6 como tricobdtria pds-ocular), 2 postero-mediais
(Pm1 e Pm3), 6 postero-posteriores (Ppl-4, Pp6-7) e 2 cerdas postero-externas (Pe4 e Pe6)
(Fig. 7TA-B).

Quetotaxia do tronco (Fig. 8-9). Férmula das mac centrais do Th. Il ao Abd. IV
como: 3, 0/0, 2, 4, 3. Th Il com 1 S-microcerda (ms), 1 sens anterolateral (al), 1 cerda anterior
(a5 mac), 2 mediais (m2 e m4; m2 presente ou ausente no morfotipo 1) e 6 cerdas posteriores
(complexo p3 com 3 mac e p5-6e como mic) (Fig. 8B; 8H). Th. I1l com 1 sens al, 2 cerdas
anteriores (a2 e a4 como mic; a2 presente ou ausente no morfétipo 1), 1 medial (m6 como
mic) e 3 cerdas posteriores (p2-3 e p6 como mic) (Fig. 8C; 8I). Abd. | com 1 ms, 1 cerda
anterior (a6), 4 mediais (m2-4 e m6) e 1 cerda posterior (p6) (Fig. 8D; 8J). Abd. Il com 1
sens anterosubmedial (as), 4 cerdas anteriores (a2-3 como escamas acessorias, a5 como
tricobotria e a7 como mic), 3 mediais (m2 como tricob6tria, m3 e m5 como mac) e 3 cerdas
posteriores (p5—7 como mic); cerda el presente (Fig. 8E; 8K). Abd. Il com 1 ms, 1 sens as, 4
cerdas anteriores (a2—-3 como escamas acessorias, a5 como tricobdtria e a7 como mes), 6
mediais (m2 e m5 como tricobdtria, m3, am6 e pm6 como mac e m7 como mes) e 4 cerdas
posteriores (p6 como mac, p7i e p6e como mic e p7 como mes); cerda el presente (Fig. 8F;
8L). Abd. IV com 1 sens anterosubmedial (as), 1 sens posterior (ps) e pelo menos 10 sensilas
mediais; formula das cerdas como: 4 'A' (A1, A3, A5-6, A3 e A5 como mac) no morfétipo 1
ou 3-4 'A' (A1, A5-6; A6 presente ou ausente, A5-6 como mac) no morfétipo 2, 1 'Ae' (Ael)
presente no morfétipo 1, 5 'B' (B1, B3, B4-6, B4-5 como mac; B4 mac ou mic no morfétipo
2), 4'C' (C1-4), 6 'T' (T2-7), 3 'Te' (Te3-4, Te7?), 5 'D' (D1-3p, D3 como mac), 4 'E' (E1-
4, E2-4 como mac), 3 'F' (F1-3 mac) e 2 'Fe' (Fe2, Fe5 mac); 9-13 cerdas posteriores e 5-9

pseudoporos (6rgdos lenticulares) no morfétipo 1 ou 9-12 cerdas posteriores e 4-8
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pseudoporos (6rgdos lenticulares) no morfétipo 2 (Fig. 8A; 8D). Abd. V com 1 sens (as), 1
sens acessoria (acc.p5), 4 cerdas anteriores (al, a3, a5-6, a5-6 como mac), 5 mediais (m2-3,
mb5-5e mac, m3 raramente como mic no morfétipo 2), 2 postero-anteriores (p3a—5a, p5a
como mic ou mac) e 4 cerdas principais posteriores (p1, p3-5 mac) (Fig. 9B; 9E).

Apéndices (Fig. 10). Subcoxa | do morfétipo 1 com 2 cerdas e 2 pseudoporos;
subcoxa Il com linha 'a' com 7-9 e 'p' com 9 cerdas; subcoxa Il com 4-5 e 5-8 cerdas
anteriores principais e 2 pseudoporos. Subcoxa | do morfétipo 2 com 4 cerdas e 2
pseudoporos; subcoxa Il com linha 'a' com 7-9 cerdas e 'p' com 67 cerdas; subcoxa Il com
4-5 e 7-8 cerdas anteriores principais e 1 pseudoporo. Orgdo metatrocanteral com 11-32 no
morfétipo 1 ou 21-35 cerdas no morfétipo 2 lisas em forma de espinho (Fig. 10A-B). Fémur
sem cerdas modificadas. Ungues com 3-4 dentes internos, 2 basais simétricos, 1 medial e 1
dente apical, presente ou ausente; face externa com 3 dentes, um dorsal ndo pareado e dois
laterais pareados (Fig. 10C-D). Unguiculos lanceolados com lamela postero-externa
serrilhada (Fig. 10C-D). Tenent-hairs capitados, propor¢cdo média unguis: unguiculus: tenent-
hair = 1: 0,6: 0,7, com valores minimos e maximos de 1: 0,43-0,73: 0,61-0,91 (Fig. 10C-D).
Coléforo anterior com 2+2 ou 3+3 mac distais e 6-7 cerdas ciliadas no morfétipo 1 ou 4-13
cerdas ciliadas no morfétipo 2 (Fig. 10E-F). Lateral flap do morfétipo 1 com 6-7 cerdas
ciliadas e 5 cerdas lisas (Fig. 10G). Lateral flap com 3-6 cerdas ciliadas e 5-6 cerdas lisas
(Fig. 10F). Coloforo posterior ndo observado. Placa manubrial dorsal com 4-5 cerdas e 3
pseudoporos para morfétipo 1 ou 2 pseudoporos no morfotipo 2 (Fig. 10G-H). Manubrio
ventralmente com 1+1 cerdas apicais e 7-8 escamas subapicais. Dens dorsalmente com 23-44
espinhos internos ciliados no morfétipo 1 ou 21-38 no morfétipo 2 e 20-51 no morfotipo 1
espinhos externos ciliados ou 19-34 no morfétipo 2. Mucro curto ou longo (proporcao
largura: comprimento aproximadamente = 1: 2,5-4,8), com 4 dentes, 3 apicais e 1 basal (Fig.
10K-L).
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Figura 7. Caracteres morfoldgicos de Trogolaphysa zeppelinii comb. sp. A-B, Ant. IV dos morfétipo 1 e 2,
respectivamente. C-D, Ant. Il dos morfétipo 1 e 2, respectivamente. E-F, Ant. Il dos morfétipo 1 e 2,
respectivamente. G—-H, Cerdas pre-labrais dos morfotipo 1 e 2, respectivamente. 1-J, Espinhos labrais dos
morfétipo 1 e 2, respectivamente. K—L, Papila E dos morfétipo 1 e 2, respectivamente. M—N, lobo maxilar
externo dos morfétipo 1 e 2, respectivamente. O—P, Cerdas labiais dos morfétipos 1 e 2, respectivamente. Q-R,
Quetotaxia ventral da cabega dos morfotipos 1 e 2, respectivamente.

47



Morfotipo 1 Morfétipo 2

i m2 “md ®

aPo phie
Pp3 complex

0o Dlée
p3 complax

r“:.vaS

" m;;,‘game

as oo e

a2akfp 7 4 pme
2 m3

Figura 8. Caracteres morfol6gicos de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. A-F, Quetotaxia dorsal da cabeca e
tronco do morfétipo 1. G-L, Quetotaxia dorsal da cabeca e tronco do morfétipo 2.
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Figura 9. Caracteres morfoldgicos de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. A-B, Abd. IV e V do morf6tipo 1. C-
D, Abd. IV e V do morfétipo 2.
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Figura 10. Apéndices de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. A-B, Orgéo trocanteral dos morfétipos 1 e 2,
respectivamente. C-D, Complexo empodial dos morfétipos 1 e 2, respectivamente. E-F, Col6foro anterior dos
morféripos 1 e 2, respectivamente. G-H, Lateral flap dos morféripos 1 e 2, respectivamente. 1-J, Placa
manubrial dos morféripos 1 e 2, respectivamente. K—-L, Mucro e espinhos do dente da farcula dos morféripos 1 e
2, respectivamente. *cerda lisa ou ciliada.
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Distribuicdo e habitat. Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. possui aparente ampla
distribuic@o, sendo encontrada no RN tanto em &reas de Mata Atlantica, quanto em cavernas
calcarias da Formacéo Jandaira, na Caatinga. Ha também registro ndo publicado da espécie no
Cerrado do Tocantins (B. Bellini — comunicacdo pessoal). Nas cavernas amostradas neste
estudo, a espécie pode ser considerada um troglofilo terrestre, devido a sua abundancia nas
cavidades subterréneas, especialmente em cavernas com morcegos. Espécimes de T.
zeppelinii comb. nov. foram frequentemente encontrados proximos a pogas de agua, sob e
sobre rochas, sobre guano e solo umido das cavidades. E provavel que a espécie também
ocorra na serapilheira externa as cavernas, de areas mais conservadas da Caatinga,
principalmente em momento mais imidos do ano.

Quanto a sua distribuicdo na area inventariada, foi possivel encontrar espécimes de T.
zeppelinii comb. nov. em pelo menos 10 cavernas, sendo apenas trés delas (Pedra Lisa, Furna
Nova e Furna Feia) protegidas pelo PARNA Furna Feia. Também estdo abundamente
distribuidas nas cavernas de Felipe Guerra, entretanto, tais cavernas ndo se enconram
protegidas. Desssa forma, algumas populacGes cavernicolas de T. zeppelinii comb. nov.,
geneticamente bem estruturadas, estdo expostas a ameacas antropogénicas, como agrotoxicos,
desmatamento e espeleoturismo desordenado, entre outros impactos ambientais que podem
afetar suas dinamicas populacionais.

Notas taxondmicas. O material tipo de Lepidonella zeppelinii Soto-Adames &
Bellini, 2015 foi examinado para comparacdo com os morfotipos de Trogolaphysa. As
espécies compartilham caracteristicas semelhantes de habitus e quetotaxia, como a presenca
de trés macroquetas no complexo p3 do Th. Il e a5 como macroqueta, auséncia de
macroquetas no Th. Il e Abd. I, além de quatro macroquetas no Abd. IV (caracteristica
compativel com o morfotipo 1), bem como complexo empodial similares. L. zeppelinii difere
unicamente pela presenca da cerda labial M3 ciliada, ausente nos morfotipos 1 e 2. Entretanto
observamos que essa caracteristica é variavel na série tipo de L. zeppelinii, e na maior parte
dos espécimes a cerda esta ausente. Durante a reanalise dos espécimes, observou-se que 0
labro apresenta espinhos e que o Abd. IV possui uma tricobotria proxima a D3p,
caracteristicas também presentes nos morfotipos 1 e 2. Portanto, L. zeppelinii deve ser
atribuida ao género Trogolaphysa.

Individuos polimorficos de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. das cavernas
potiguares possuem 2, 3 ou 5 cerdas em apenas um lado do Abd. IV. Trés individuos

apresentam A3, A5 ou B4 como ausentes ou como mic e um individuo com 5+4 mac centrais
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no Abd. IV. Neste caso, a cerda extra estd alinhada ao pseudoporo central e acima de A5,
indicando provavelmente a homologia com a mac A4. Os espécimes do morfétipo 1
tipicamente possuem 3 pseudoporos na placa manubrial, entretanto, um Unico espécime
polimorfico possui 4 pseudoporos no lado direito, com o outro lado ndo visualizado devido a
posicdo do espécime e artefatos de montagem. Um espécime polimérfico do morfétipo 2
possui 2 mac no complexo p3 em apenas um dos lados do Th. Il (1 ind. da caverna Bota),
sendo a terceira macroqueta deste complexo uma microcerda. Os espécimes de Trogolaphysa
zeppelinii comb. nov. possuem 2 pseudoporos na placa manubrial, no entanto, trés espécimes
polimérficos da caverna Urubu possuem variagdo nessa regido, sendo um individuo com 1
pseudoporo e dois individuos com 3 pseudoporos em apenas um lado da placa.

Consideramos essas variacdes morfoldgicas apresentadas para os dois morfotipos
cavernicolas como menos importantes, ja que a maioria dos espécimes estudados (86%, 48
espécimes) possuem estabilidade nestes caracteres, e 0s espécimes com variagcdo Sao
assimétricos, com um lado apresentando a morfologia do restante da populagdo (1 ind. com
4+3 mac no Abd. IV e 1 ind. com 4 pseudoporos na placa manubrial). Tais assimetrias devem
representar menor valor taxonémico/sistematico, tendo em vista que destoam do padrao geral
de quetotaxia da populacdo estudada (Palacios-Vargas 1980), e, portanto, ndo foram

consideradas como caracteristicas diagndsticas ou descritivas para a espécie.
5 DISCUSSAO
5.1 Taxonomia integrativa para validacdo de espécies

A integracdo de novas ferramentas para delimitacdo de espécies tornou a taxonomia
integrativa uma abordagem fundamental na compreensao e descricdo de taxons cripticos. A
definicdo de espécie criptica € frequentemente associada a similaridade morfologica de suas
diferentes populagcdes que, no entanto, apresentam distingdo genética, assim como foi
observada para as populacdes cavernicolas de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. neste
estudo (Bickford et al. 2007). Métodos baseados em DNA sédo cruciais para identificar e
compreender a diversidade criptica, fornecendo suporte aos taxonomistas na identificacdo de
padrBes e na reavaliagdo de caracteres morfologicos que, muitas vezes, ndo sdo considerados
na descricdo de espécies, sendo fundamental a escolha apropriada de caracteres diagnosticos
ao invés de quantidade de caracteres (Jorger & Schrodl, 2013; Fiser et al. 2018; Korshunova
et al. 2019).

A homologia das cerdas descrita por Szeptycki (1979) é utilizada em parte para a

identificacdo e descrigcdo de espécies de Entomobryoidea. Parte das macroquetas da cabeca e
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do tronco sdo cerdas primarias que estdo presentes desde os primeiros instares do individuo.
O morfétipo 1 de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. apresenta frequentemente a cerda B4
no Abd. IV como macroqueta, enquanto no morfétipo 2 esta cerda é frequentemente uma
microqueta. Apesar dessa diferenca, a presenca de pelo menos um individuo polimérfico nas
duas popula¢Ges demonstra a sobreposic¢do das caracteristicas entre os dois grupos, indicando
que os diferentes estados deste caractere ainda ndo séo estaveis nas popula¢fes amostradas. A
cerda B4 do Abd. IV e os pseudoporos da placa manubrial sdo potenciais caracteres
diagnosticos para a distincao das populacdes de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. presentes
nas cavernas do RN. Entretanto, as sutis variagdes observadas entre elas (i.e. tamanho do
mucro, a morfologia de cerdas no tronco e de pseudoporos na placa manubrial) podem ser
resultantes de variacGes intraespecificas.

A divergéncia genética frequentemente utilizada para tratar espécies como distintas em
Collembola é de 5% (Porco et al. 2012a; Porco et al. 2013), com média da distancia genética
interespecifica de 15% (Katz et al. 2015; Sun et al. 2017; Zhang et al. 2018; Zhang et al.
2019). Esta distancia pode variar de acordo com o0 género e espécies alvo do estudo, e
espécies de Lepidocyrtus e Entomobrya Rondani, 1861 utilizadas em estudos integrativos
apresentaram valores intraespecificos de 15-25% entre populacfes geograficamente distantes
da mesma espécie (Zhang et al. 2018; Zhang et al. 2019). Por outro lado, como apresentado
por Sun et al. (2018), Thalassaphorura debilis (Moniez, 1890) e T. thalassophila (Bagnall,
1937) apresentam baixa divergéncia genética (~4%), assim como populacbes de T.
thalassophila da Franca e da Escdcia, separadas por 660 km de distancia, apresentando apenas
0.3% de divergéncia genética para COX1. Mesmo assim, por apresentarem morfologia
claramente distanta, ainda s&o tratadas como espécies distintas (Sun et al. 2018).

Populacdes de Collembola que apresentam distancias genéticas de 8% a 15% para o
marcador COX1 sdo frequentemente reconhecidas como espécies ou linhagens distintas,
especialmente quando h& caracteres morfolégicos que permitem diferencia-los, ou outras
fontes de evidéncias, como a distribuicdo geografica e dados ecolégicos (Katz et al. 2015;
Katz et al. 2018; Zhang et al. 2018). No entanto, a delimitacdo de alguns taxons é desafiadora,
como apresentado por Cicconardi et al. (2010), que investigaram a estrutura filogeografica de
trés espécies comuns do género Lepidocyrtus na costa da Franca, Italia e em ilhas proximas
localizadas na bacia do Mediterraneo. Apesar do estudo apresentar numerosas linhagens
genéticas profundamente divergentes, muitas delas antigas e isoladas mesmo em curtas

distdncias, os autores sugerem que a diversidade de espécies morfologicas atualmente
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reconhecidas podem estar subestimadas, ocultando a verdadeira biodiversidade de colémbolos
nesta regido. Isso reforca que a morfologia externa sozinha ndo é suficiente para identificar
taxons em algumas circunstancias, como quando sdo avaliadas espécies cripticas ou
pseudocripticas, levando autores a utilizar o termo “linhagem” para esses clados (Cicconardi
et al. 2010; Porco et al. 2012b).

Apesar das distancias genéticas entre as populacées de FF, FN e PL (populagdo-norte)
e de CJC, ARA, BOT, URU, CAR, BOA e TLG (populacdo-sul) serem entre 17% e 20% para
0 marcador COX1 (Tab. 5), sugestivo para delimitacdo espécies distintas, consideramos nédo
haver diferengas morfoldgicas evidentes e fidedignas suficientes para separacdo de morfotipos
ou OTUs de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. em diferentes espécies neste momento. Os
resultados da AMOVA sugerem que, apesar de haver alguma variacdo entre as populacdes
dentro dos grupos de cavernas, a maior parte da variabilidade genética esta concentrada nas
diferencas entre os grupos de cavernas nas por¢des Norte e Sul da regido amostrada. Isso
sugere que barreiras geogréficas limitam o fluxo génico entre essas regides, provavelmente
devido a baixa capacidade de dispersdo dos organismos estudados.

A regido calcaria da Formacdo Jandaira, onde estdo localizadas as cavernas deste
estudo, facilita a percolacdo da dgua para o aquifero Jandaira (Carneiro et al. 2015; Bagni et
al. 2020). Isto levanta a hipoGtese de que a &gua subterrdnea possa atuar tanto como uma
barreira fisica a dispersdo, dependendo da profundidade do aquifero nas areas das cavernas,
ou como um facilitador, quando ocorre alagamento durante chuvas intensas. O movimento da
agua, juntamente com ilhas de depoésitos organicos em sua superficie, pode servir como um
meio de dispersdo para colémbolos ou outros microartrépodes, promovendo o fluxo génico
entre cavernas proximas (Schuppenhauer et al. 2019).

Em geral, as hipoteses que explicam os mecanismos de diversidade criptica estdo
relacionadas a especiacdo recente e ao conservadorismo de nicho (Fiser et al. 2018). A baixa
diferenciacdo morfoldgica das populacdes de Trogolaphysa poderia ser explicada pelo
conservadorismo de nicho filogenético. Esta hipGtese possui principios que restringem a
variacdo genética, como a selecdo natural estabilizadora, quando os fenotipos intermediarios
mais frequentes de uma populacdo sdo selecionados, e efeitos pleiotropicos, isto €, quando um
unico gene expressa diversas caracteristicas de um fenotipo, que muitas vezes ndo estéo
relacionadas (Fiser et al. 2018).

A maioria das OTUs de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. se diversificou nos

ultimos trés milhdes de anos (Ma) (Fig. 5), o que pode indicar que as populagdes passaram a
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habitar cavernas mais recentemente, ou que as populagfes ndo estdo inteiramente isoladas
reprodutivamente. 1sso explicararia a razdo pela qual as linhagens ainda ndo apresentam
caracteristicas morfologicas distintas, de acordo com a hipotese de especiagdo recente (Fiser
et al. 2018). Sendo assim, apesar do DNA mitocondrial revelar estruturacdo populacional e
aparente isolamento reprodutivo entre a populacdo ao norte (FF, FN e PL) e as demais
cavernas ao sul (CJC, ARA, BOT, URU, CAR, BOA e TLG), ndo é possivel afirmar a
auséncia de reproducdo entre os individuos das OTUs, uma vez que o conceito bioldgico de

espécie ndo foi experimentado (Mayr, 1942).
5.2 Avalicéo do risco de extingédo

O delineamento do complexo de espécies cripticas de Trogolaphysa evidencia
diversidade genética oculta no género e apresenta um desafio para a compreensao dos limites
entre os ritmos de diferenciacdo morfoldgica e molecular das espécies de Collembola. Essa
desincronia entre os processos de diferenciacdo dificulta a interpretacdo dos resultados
obtidos pelos dados de distancia genética. Ao padronizar os limites de variacdo intraespecifica
e interespecifica para respectivamente 5% e 8%, as analises comparativas de DNA,
principalmente em analises metabarcoding utilizando DNA ambiental, podem revelar
resultados inconsistentes, identificando espécies diferentes que, na verdade, sdo espécies
cripticas (Sun, Bedos & Deharveng 2018; Katz et al. 2015; Pedro et al. 2023). Por outro lado,
identificar estas espécies baseadas apenas na morfologia pode incorporar mais riscos a
extincdo de sua diversidade genética.

A espécie T. zeppelinii comb. nov. estd amplamente distribuido no RN, com
ocorréncias tanto em remanescentes de Mata Atlantica, nos municipios de Macaiba e Natal,
onde foi originalmente descrito, quanto em cavernas inseridas no bioma Caatinga (Soto-
Adames & Bellini 2015). Dada essa ampla distribuicdo e os diferentes ambientes ocupados, a
identificacdo morfoldgica ndo se mostra suficiente para fins de conservacao dessas linhagens.
Isso se deve ao fato de colémbolos serem organismos pequenos e com baixa capacidade de
dispersdo, o que favorece o isolamento das populagdes. Assim, é provavel que as populacdes
presentes na Mata Atlantica sejam geneticamente distantes daquelas encontradas nas
cavernas, apesar da sua semelhanga morfoldgica. As populacfes de T. zeppelinii comb. nov.
das cavernas inventariadas poderiam ser classificadas temporariamente como unidades
evolutivamente significativas, ou subpopulages, e avaliadas individualmente quanto ao risco

de extincao.
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Entretanto, como T. zeppelinii comb. nov. também ocorre em remanescentes de Mata
Atlantica, cujas populagdes ndo foram incluidas neste estudo, e ainda ndo existem dados
genéticos disponiveis para comparagdo entre esses grupos, ndo € possivel determinar com
seguranca 0 grau de diferenciacdo genética entre as populacdes da Caatinga e da Mata
Atléantica. Dessa forma, seguindo os protocolos da Unido Internacional para a Conservagéo
da Natureza (International Union for Conservation of Nature - IUCN), esta espécie
provavelmente seria classificada como “Pouco Preocupante” (Least Concern — LC), até que
novos estudos genéticos e biogeograficos possibilitem uma avaliacdo mais precisa das
linhagens cavernicolas, da mata atlantica e sua possivel vulnerabilidade a extincéo.

No entanto, considerando que o pais € signatario da Convengdo da Diversidade
Biologicas (Decreto Legislativo n°® 2 de 1994 promulgado pelo Decreto Federal 2519 de
1998), a conservacdo de linhagens genéticas de espécies € objeto de leis federais e sua
conservacao esta incluida na Politica Nacional da Biodiversidade (Decreto n° 4.339/2002), a
qual deve promover a conservagdao “[...] in situ e ex situ de variabilidade genética, de
ecossistemas, incluindo os servicos ambientais, e de espécies, particularmente daquelas
ameacgadas ou com potencial econémico [...]”. Sendo assim, a legislacdo brasileira ndo se
restringe apenas as espécies, mas também as variedades genéticas. Portanto, apesar de
Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. poder ser considerada atualmente como “Pouco
Preocupante” (Least Concern — LC), a conservacao das areas em que habita é importante para
que suas populacdes, juntamente com suas varia¢fes genéticas locais, possam ser preservadas.

Por fim, € valido ressaltar que nosso estudo corroborou em parte com nossas hipoteses
prévias, demonstrando que as populagdes de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. da mesma
caverna, ou de cavernas proximas, apresentam maior similaridade morfolégica e molecular
entre si do que com populacdes mais distantes. De fato, a variacdo morfoldgica das
populacdes da espécie observadas neste estudo foi minima, o que se tornou um critério
relevante para decidirmos pela ndo fragmentacdo do taxon em diferentes espécies. Por outro
lado, observamos clara estruturagcdo populacional do ponto de vista molecular, sugerindo que
populagdes de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. abrigadas em diferentes cavidades estéo
em processo de isolamento reprodutivo, que ja se reflete em variabilidade genética

interpopulacional.
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6 CONCLUSAO

O recente aumento na identificacdo de espécies cripticas de Collembola, devido ao
emprego de métodos moleculares, ressalta a necessidade de abordagens integradas de
diferentes métodos de delimitagdo taxondmica, visando a a conservagdo da biodiversidade de
alguns taxons de Collembola, especialmente aqueles com morfologia conservada, como nas
populacdes de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. Reconhecer e identificar estas espécies
auxilia na compreensdo sobre a diversidade biologica, além de ser fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de protegdo e conservacdo, principalmente em &reas ndo
protegidas. A perda de biodiversidade pode ser acelerada se espécies distintas forem tratadas
como homogéneas, levando a lacunas nas politicas de protecdo e manejo. Portanto, é
importante que taxonomistas utilizem, sempre que possivel, técnicas e analises moleculares
em suas préaticas, garantindo que a diversidade potencial das espécies seja reconhecida e
adequadamente preservada.

Os resultados deste capitulo permitem concluir que a espécie Trogolaphysa zeppelinii
comb. nov. deve ser considerada uma espécie Unica, porém suas linhagens devem ser
protegidas. Os individuos que habitam as cavernas FN, FF e PL estdo protegidos dentro do
Parque Nacional da Furna Feia, enquanto as demais cavernas estdo sujeitas a impactos
ambientais por se encontrarem em areas particulares. Assim, € crucial monitorar as atividades
humanas que possam impactar tais cavernas, considerando que os dados moleculares
apresentados neste capitulo. A identificacdo dessas diferencas genéticas e morfolégicas €
fundamental para a preservacao da riqueza genética de espécies e para o entendimento mais
profundo da biodiversidade presente em ecossistemas cavernicolas.
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Capitulo 2 — Mitogenoma completo e posicdo filogenética de Trogolaphysa zeppelinii
comb. nov. (Entomobryidae, Collembola)

Resumo

Os bancos de dados gendmicos possuem vieses relacionados a amostragem desigual de taxons
ao redor do globo. A maioria dos mitogenomas disponiveis nos repositorios sdo de
organismos coletados na Europa e Asia. A ordem Entomobryomorpha, composta por cinco
familias, inclui Entomobryidae como a mais diversa. Dentro desta, a subfamilia Paronellinae
possui poucos dados genéticos disponiveis, limitando as andlises filogenéticas robustas. O
objetivo deste estudo foi apresentar o novo mitogenoma completo de Trogolaphysa zeppelinii
comb. nov. e investigar as relacGes filogenéticas internas da subfamilia Paronellinae
(Entomobryidae), com énfase em representantes da regido Neotropical. O DNA de T.
zeppelinii foi extraido a partir de individuos coletados na caverna Furna Feia, Rio Grande do
Norte, Brasil. Os dados brutos do sequenciamento (4,5 Gb) foram reduzidos a 2,5 Gb e 0
mitogenoma foi montado com o software NOVOPIlasty e anotado com o MitoZ. As
sequéncias dos genes codificadores de proteinas (CDS) e rRNA foram extraidas e traduzidas
com o TransDecoder. Os alinhamentos foram realizados com o MAFFT e refinados com o
trimAl. As supermatrizes geradas foram utilizadas para inferéncia filogenética de maxima
verossimilhanca, com selecdo de modelos evolutivos especificos por gene. O mitogenoma de
T. zeppelinii possui 14.822 pares de bases, contendo 13 genes CDS, 22 tRNAs e 2 rRNAsS,
totalizando 37 genes, sem inversdes ou perdas em relacdo ao modelo de Pancrustacea. A
andlise filogenética possui um total de 20 espécies, sendo 11 brasileiras. As filogenias
baseadas em aminoacidos e nucleotideos suportam o monofiletismo das subfamilias
Paronellinae, Seirinae, Lepidocyrtinae e Paronellidinae. Contudo, Entomobryinae ndo foi
recuperada como monofilética. Para o estabelecimento das rela¢cfes internas dos Paronellinae,
é necessario a inclusdo de mais mitogenomas de Cyphoderus, assim como de outros géneros
representantes de Paronellinae. O novo mitogenoma amplia a diversidade gendmica de
Collembola na regido Neotropical e refor¢a o potencial dos mitogenomas como ferramenta
para inferéncias filogenéticas robustas. A inclusdo de T. zeppelinii contribui
significativamente para a resolugdo das relagbes internas de Paronellinae e destaca a

importancia de expandir a amostragem genética para além das regides asiaticas e europeias.

Palavras-chave: Paronellinae, evolugdo, biodiversidade Neotropical, taxonomia integrativa.
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1 INTRODUCAO

A ordem Entromobryomorpha é composta por cinco familias sensu Bellini et al. 2022:
Tomoceridae, Actaletidae, Isotomidae, Orchesellidae e Entomobryidae, sendo esta Gltima a
mais representativa quanto ao numero de espécies (Bellinger et al. 1996-2024). Em
Entomobryidae, os estudos sistematicos de Godeiro et al. (2021; 2023) reconheceram seis
subfamilias: Entomobryinae, Lepidocyrtinae, Seirinae, Paronellinae, Paronellidinae e
Salininae. Nas reconstrucBes filogenéticas recentes, baseadas em dados moleculares, a
subfamilia Paronellinae é representada pelos géneros Troglopedetes Joseph, 1872,
Trogolaphysa Mills, 1938 e Cyphoderus Nicolet, 1842. Destes géneros, apenas Trogolaphysa
e Cyphoderus possuem representantes na regido Neotropical e geralmente séo representados
por um Gnico ou no maximo dois tdxons terminais representates para cada género, devido a
baixa disponibilidade de dados genéticos fidedignos disponilizados em plataformas publicas
(como o NCBI), ou sequenciados para estudos (Bellini et al. 2022; Godeiro et al. 2022; Nilsai
et al. 2025).

No campo da taxonomia e sistemética, 0s avancos nas técnicas moleculares tém
resultado em um crescimento na disponibilidade de dados genémicos, impulsionando estudos
para elucidacao das relacdes filogenéticas, com foco especial para ordem Entomobryomorpha
(Cuccini et al. 2020; Godeiro & Zhang 2021; Cipola et al. 2025). Por possuir tamanho
pequeno, fita simples e ser mais conservados, o conjunto completo do DNA mitocondrial
(mitogenoma) estd sendo amplamente utilizado como modelo para evolugdo de grupos de
metazoarios e, nos Ultimos anos, vem sendo mais frequentemente utilizado em filogenias de
Collembola (Cuccini et al. 2020; Godeiro et al. 2021; Bellini et al. 2022).

O mitogenoma dos metazoarios é notavelmente conservado e consiste em uma
estrutura circular contendo aproximadamente 15.000 a 20.000 pares de bases (bp),
organizadas em 37 genes: 13 genes codificadores de proteinas (CDS), dois genes de RNA
ribossdmico (rRNA), 22 genes de RNA transportador (tRNA), além de uma regido controle
ndo codificante, conhecida como D-loop (Boore 1999). Esses genes Sdo responsaveis por
codificar proteinas que participam da cadeia de fosforilagdo oxidativa, um processo
importante para a respiragdo celular (Boore 1999; Shtolz & Mishmar, 2019). A regido
controle de mitogenoma é rica em bases de adenina (A) e timina (T) e é responsavel pela
iniciacdo da transcricdo e replicacdo do genoma mitocondrial em insetos (Boore 1999; Saito
et al. 2005).
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O primeiro mitogenoma completo de Collembola foi sequenciado em 2001, da espécie
Tetrodontophora bielanensis (Waga, 1842) (Nardi et al., 2001). Diferentemente dos
marcadores isolados tradicionalmente empregados em filogenias, a utilizacdo completa dos
genes codificadores de proteinas (CDS) permite analises filogenéticas mais robustas, como
apresentadas por Godeiro et al. (2021; 2022; 2023), Cucini et al. (2020) e Bellini et al.
(2022). Apesar do crescente nimero de mitogenomas de Collembola depositados no NCBI, a
maioria provém de espécimes asiaticos e europeus. Nesse contexto, aprimorar a compreensao
das relaces filogenética de Paronellinae baseada em taxons da regido Neotropical é importate
para observar a diversidade mitogenomica e enriquecer a base de dados genémicos. Portanto,
este capitulo teve como objetivo principal apresentar o mitogenoma completo de
Trogolaphysa zeppelinii comb. nov., e testar as relagdes filogenéticas internas de
Paronellinae, incorporando o novo mitogenoma sequenciado em analises baseadas em loci

conservados.

2 METODOLOGIA

2.1 Extracdo e construgéo de bibliotecas de genoma mitocondrial

O DNA de individuos de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov., coletados no solo da
caverna Furna Feia, localizada no Parque Nacional da Furna Feira (05°02°12.8”S;
37°33°36.6”W), Baratna, Rio Grande do Norte, foram extraidos a partir de um pool com 8
individuos com o kit “Wizard Genomic DNA Purification” (Promega, Madison, WI, USA),
seguindo suas proprias instru¢bes. A quantificacdo do DNA foi realizada utilizando um
espectrofotdbmetro NanoDrop 1000 e um fluorimetro Qubit 2.0.

As bibliotecas de sequenciamento foram construidas utilizando o Illumina DNA Prep
Kit (Illumina, San Diego, CA, EUA), com um tamanho de 500 bp, seguindo as instrugdes do
fabricante. As bibliotecas foram sequenciadas na plataforma Illumina NextSeq550, utilizando
um kit paired-end High Output v2 (300 ciclos).

2.2 Montagem e anotagdo de mitogenomas

Os dados brutos obtidos do sequenciamento de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov.
com um total de 4.5 Gb cada foram agrupados e reduzidos a 2.5 Gb. Em seguida, foi utilizado
o script “quality control.sh” (disponivel em https://github.com/xtmtd/Phylogenomics/) com
as ferramentas “clumpify.sh” e “bbduk.sh” do BBTools (Bushnell 2018), que foram
empregadas na filtragem dos dados ao remover adaptadores e duplicatas, leituras com muitos

“N” e regides de baixa qualidade.
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A montagem do genoma de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. foi realizada com o
NOVOPIasty (https://github.com/ndierckx/NOVOPIlasty) e a anotagdo genética no MitoZ
(https://github.com/linzhi2013/MitoZ), com o comando “mitoz annotate -h”. As anota¢des do
mitogenoma de cada espécie foram armazenadas em diretorio distintos para construcao de
matrizes mitogenéticas a partir do pipeline “matrix_generation mtDNA.sh”, disponivel no

repositério: https://github.com/xtmtd/Phylogenomics/tree/main/mitogenome_scripts.
2.3 Extracdo de loci

Foram extraidas as sequéncias nucleotidicas dos genes codificadores de proteina
(CDS) e rRNA individualmente para cada espécie. Para cada locus, um arquivo .fasta foi
criado. As sequéncias de aminoacidos para os CDS foram inferidas a partir das sequéncias
nucleotidicas usando 0 TransDecoder v.5.7.0
(https://github.com/TransDecoder/TransDecoder), com modelo para mitogenomas de
invertebrados, garantindo a identificagdo das regides de fase de leitura aberta (open reading
frame — ORFs) mais longas. Apos a extracdo, todos os arquivos .fasta correspondente ao

mesmo locus foram concatenados em um arquivo Unico arquivo para alinhamento.
2.4 Alinhamento de loci e edicdo (trimming)

Os arquivos .fasta contendo as sequéncias nucleotidicas de cada locus foram alinhados
individualmente utilizando a ferramenta “-auto” do MAFFT V.7.526
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). O alinhamento das sequéncias de aminoécidos
(genes CDS traduzidos) e rRNA também foi realizado com o MAFFT, mas utilizou a
estratégia L-INS-i.

Os alinhamentos brutos foram filtrados com a ferramenta trimAl
(https://github.com/inab/trimal) para remocdo de regides de baixa qualidade, ou lacunas
extensas que poderiam produzir ruido nas analises filogenéticas. A etapa de saturacdo do
pipeline foi ignorada para concatenacdo de todos os genes CDS e rRNA, pois uma vez
limitada a saturacdo, os genes com alta saturacdo eram removidos, ocorrendo uma perda

consideravel de informaces genéticas para algumas espécies.
2.5 Construcdo de matrizes para analise filogenética

Os alinhamentos de todos os loci mitocondriais (nucleotidicos, aminoacidos e rRNA)
foram concatenados em uma supermatriz com a ferramenta FAZconCAT-G
(https://github.com/PatrickKueck/FASconCAT-G). Para a reconstru¢do filogenética de

Paronellinae foi utilizada a matriz de aminoacidos de CDS e matriz nucleotidica de CDS.
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As arvores filogenéticas de nucleotideos e aminoacidos para os 13 genes codificantes
de proteinas foi reconstruida no 1QTree v2.0.7 (Minh et al., 2020), com um modelo de
particdo (edge-linked proportional partition model). O alinhamento concatenado foi fornecido
no formato PHYLIP (“FcC_supermatrix.phy”), e as particdes correspondentes aos diferentes
genes/regides foram definidas no arquivo “FcC_supermatrix_partition.txt”.

A selecdo do melhor modelo de substituigéo para cada particdo foi conduzida com o
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017), utilizando a op¢do -m MFP, restrita aos
modelos adequados para genomas mitocondriais (--msub mitochondrial). Os modelos
evolutivos empregados para todos os genes estdo descritos na Tabela 1. O suporte dos nés foi
avaliado por meio de 1.000 replicacBes de bootstrap ultrarrdpido (UFBoot2; Hoang et al.,
2018) e 1.000 replicacdes de teste de razdo de verossimilhanca aproximado de Shimodaira-
Hasegawa (Shimodaira-Hasegawa approximate Likelihood Ratio Test - SH-aLRT) (Guindon
et al., 2010). As arvores de maxima verossimilhanca (ML) resultantes foram obtidas a partir
do modelo de melhor ajuste e apresenta os valores de suporte combinados para cada clado.

Tabela 1. Modelo evolutivo para cada gene utilizado na reconstrucéo das &rvores de méaxima verossimilhanca.

Modelo evolutivo Modelo evolutivo

Gene (Aminoécidos) (Nucleotideos)
ATP6 MtART+I+G4 K3Pu+F+1+G4
ND1 MtART+1+G4 K3Pu+F+1+G4
ATP8 MtZOA+F+G4 TIM2+F+1+G4
ND6 MtZOA+F+G4 HKY+F+1+G4
COX1 MtART+I+R3 GTR+F+R3

COX2 MtART+I+R3 GTR+F+I1+R4
COX3 MtART+I+R3 GTR+F+R3

CYTB MtART+I+R3 GTR+F+I1+R4
ND2 MtART+F+G4 GTR+F+1+R3
ND3 mtinv+F+1+G4 GTR+F+I+R3
ND4 mtinv+F+1+G4 GTR+F+1+G4
NDA4L mtinv+F+1+G4 TVM+F+R4

ND5S mtinv+F+1+G4 TVM+F+R4
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Tabela 2. Lista de espécies utilizadas nas analises de mitogenoma com suas respectivas informacdes taxondmicas, de deposito e referéncias. O novo mitogenoma esta
marcado em negrito.

#  Espécie Ordem Familia Subfamilia GenBank Pais Referéncia

1  Callyntrura guangdongensis Entomobryomorpha  Entomobryidae Salininae MT906652.1 China Godeiro et al. 2021
2  Salina celebensis Entomobryomorpha  Entomobryidae Salininae NC_046522.1  China Sun et al. 2020

3  Cyphoderus albinus Entomobryomorpha  Entomobryidae Paronellinae NC_046888.1  Franga Sun et al. 2020

4 Troglopedetes dispersus Entomobryomorpha  Entomobryidae Paronellinae MT914176.1 Tailandia Godeiro et al. 2021
5  Troglopedetes meridionalis Entomobryomorpha  Entomobryidae Paronellinae PQ649740.1 Tailandia  Nilsai et al. 2025
6  Trogolaphysa sp. AM47 Entomobryomorpha  Entomobryidae Paronellinae MF716607.1 Brasil Godeiro et al. 2020
7 Trogolaphysa sp. Entomobryomorpha  Entomobryidae Paronellinae MT914177.1 Brasil Godeiro et al. 2021
8  Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. Entomobryomorpha Entomobryidae  Paronellinae - Brasil Este estudo

9  Zhuginia jingwanae Entomobryomorpha  Entomobryidae  Paronellidinae  MT906653.1  Australia  Godeiro et al. 2021
10 Paronellides praefectus Entomobryomorpha  Entomobryidae  Paronellidinae =~ MT914178.1 China Godeiro et al. 2021
11 Lepidocyrtus nigrosetosus Entomobryomorpha  Entomobryidae  Lepidocyrtinae  MW033192.1 Brasil Godeiro et al. 2021
12 Lepidocyrtus sotoi Entomobryomorpha  Entomobryidae  Lepidocyrtinae ~ MT928545.1 Brasil Godeiro et al. 2021
13 Pseudosinella tumula Entomobryomorpha  Entomobryidae  Lepidocyrtinae ~ MT611221.1 China Godeiro et al. 2021
14 Entomobrya sp. Entomobryomorpha  Entomobryidae  Entomobryinae  MF716608.1 Brasil Godeiro et al. 2021
15 Lepidocyrtoides caeruleomaculatus Entomobryomorpha  Entomobryidae  Entomobryinae  MF716618.1 Brasil Godeiro et al. 2021
16 Lepidosira neotropicalis Entomobryomorpha  Entomobryidae  Entomobryinae MF716603 Brasil Nunes et al. 2019
17 Tyrannoseira raptora Entomobryomorpha  Entomobryidae Seirinae MF716610 Brasil Godeiro et al. 2021
18 Lepidocyrtinus dapeste Entomobryomorpha  Entomobryidae Seirinae MF716609 Brasil Godeiro et al. 2021
19 Seira potiguara Entomobryomorpha  Entomobryidae Seirinae MF716613 Brasil Godeiro et al. 2021
20 Dicranocentrus wangi* Entomobryomorpha Orchesellidae Heteromurinae NC_046887.1  China Sun et al. 2020

* Grupo externo da analise.

70



3 RESULTADOS
O mitogenoma de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. é uma molécula circular de

14.822 pares de base (bp) que apresenta 13 genes codificadores de proteinas (CDS), 22 genes
ribossomais transportadores (tRNA) e dois genes ribossémicos (rRNA), totalizando 37 genes

que estdo descritos na Tabela 3. A regido controle ndo foi encontrada durante a anotacdo

automatica do mitogenoma.

(uug)

@eﬁ“\u)\
reE
0 kb
trnl{gay
trn(;gg )
tmM(can)

"MSygq ) et hoe®)
COX2
CYTB Trogolaphysa zeppefinii
"
frk{cuu)
—4 !‘T‘D(QUC)
ATPg
Arp,
ol 5
W
o
\f‘“

4
=)
o

Figura 1. Representacdo circular do mitogenoma de Trologaphysa zeppelinii comb. nov. O circulo
interno demonstra a cobertura das reads e o circulo mais externo apresenta os genes (em verde), rRNA

(laranja) e os tRNA (em vermelho).
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Os 13 genes codificadores de proteinas de T. zeppelinii comb. nov. estdo organizados
na seguinte ordem: ND2, COX1, COX2, ATP8, ATP6, COX3, ND3, ND5, ND4, NDAL,
ND6, CYTB e ND1. Desses, quatro genes (ND5, ND4, ND4L e ND1) estdo localizados na
fita menor, enquanto 0s nove genes estdo na fita maior (Fig. 1; Tab. 3). A ordem dos genes
mitocondriais de T. zeppelinii comb. nov. é a mesma do modelo Pancrustacea, sem inversdes
ou delecbes de CDS, tRNA ou rRNA (Sun et al. 2020; Cuccini et al. 2021).

A reconstrucao filogenética possui 11 espécies brasileiras (Tabela 2), representando
principalmente as subfamilias de Entomobryinae, Seirinae, Lepidocyrtinae e Paronellinae. Os
grupos internos da reconstrucdo filogenética de ML suportam o monofiletismo de
Paronellinae, Seirinae, Lepidocyrtinae, Paronellidinae e Salininae, mas ndo da subfamilia
Entomobryinae (Fig. 2). A relacdo entre Salininae e Paronellidinae demonstra um baixo
suporte filogenético de bootstrap e SH-aLRT (respectivamente, 21.5/55), 0 mesmo ocorrendo
com a relacdo entre (Seirinae + Lepidocyrtinae) e (Entomobryinae + Paronellidinae +
Salininae) (4.5/43).

Tabela 3. Descri¢do do mitogenoma de Trologaphysa zeppelinii comb. nov.

Inicio Fim Tamanho (bp) Direcdo Tipo Gene Cébdons de inicio/parada
169 232 64 + tRNA trnl(gau)
231 297 67 - tRNA  trnQ(uug)
294 363 70 + tRNA  trnM(cau)
369 1353 985 + CDS ND2 ATG/TAA
1352 1418 67 + tRNA  trnW(uca)
1417 1479 63 - tRNA  trnC(gca)
1483 1547 65 - tRNA  trnY(gua)
1548 3082 1535 + CDS COX1 ATAITAA
3082 3146 65 + tRNA trnL(uaa)
3146 3827 682 + CDS COX2 ATT/TAA
3831 3904 74 + tRNA  trnK(cuu)
3905 3971 67 + tRNA  trnD(guc)
3971 4139 169 + CDS ATP8 ATT/TAA
4132 4816 685 + CDS ATP6 ATAITAA
4822 5611 790 + CDS COX3 ATG/TAA
5620 5683 64 + tRNA  trnG(ucc)
5683 6028 346 + CDS ND3 ATAITAA
6030 6092 63 + tRNA  trnA(ugc)
6093 6157 65 + tRNA  trnR(ucg)
6155 6221 67 + tRNA  trnN(guu)
6221 6289 69 + tRNA  trnS(gcu)
6289 6355 67 + tRNA trnE(uuc)
6357 6422 66 - tRNA trnF(gaa)
6438 8145 1708 - CDS ND5 ATG/TAG
8146 8207 62 - tRNA  trnH(gug)
8277 9624 1348 - CDS ND4 ATG/TAA
9633 9897 265 - CDS NDA4L ATGITAG
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9911 9974 64 + tRNA  trnT(ugu)

9974 10037 64 - tRNA trnP(ugg)

10039 10519 481 + CDS ND6 ATAITAA
10515 11652 1138 + CDS CYTB ATAITAA
11650 11721 72 + tRNA  trnS(uga)

11740 12658 919 - CDS ND1 ATG/TAA
12676 12741 66 - tRNA trnL(uag)

12688 14097 1410 - rRNA I-rRNA

13941 14007 67 - tRNA  trnV(uac)

14001 14755 755 - rRNA s-rRNA
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Figura 2. Posicionamento filogenético de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. dentro de Paronellinae em uma filogenia de Entomobryidae. Os nimeros nos nés representam 0s
valores de bootstrap ultrarrapido e o suporte SH-aLRT, respectivamente, para a analise de ML baseada em nucleotideos.
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Figura 3. Posicionamento filogenético de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. dentro de Paronellinae em uma filogenia de Entomobryidae.
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4 DISCUSSAO

O género Trogolaphysa possui ampla distribuicdo no territrio brasileiro e na regiao
Neotropical, com espécies conhecidas tanto por caracteristicas epigeas quanto hipdgeas
(Souza et al. 2021; Zeppelini et al. 2022; Soto-Adames et al. 2024). Os trés mitogenomas
representantes deste género na filogenia sdo de espécies epigeas de diferentes regides do
Brasil (Trogolaphysa sp. AM47 da Bahia, Trogolaphysa sp. do Piaui e Trogolaphysa
zeppelinii comb. nov. do Rio Grande do Norte). Contudo, T. zeppelinii também é encontrada
em ambientes cavernicolas. Essa afinidade por cavernas é compartilhada com outras
linhagens de Paronellinae, como representantes dos géneros Cyphoderus e Troglopedetes.

Na maioria das filogenias de Entomobryoidea mais recentes, Paronellinae se apresenta
como monofilética e préxima a Seirinae e Lepidocyrtinae (Bellini et al. 2022; Godeiro et al.
2022; Godeiro et al. 2025). A inclusdo de Trogolaphysa zeppelinii comb. nov. na anélise
recupera apenas a monofilia das subfamilias de Lepidocyrtinae, Seirinae e Paronellinae, e
apresenta topologia interna semelhante a avore de Godeiro et al. (2021).

Apesar da proximidade entre os géneros Cyphoderus, Trogolaphysa e Troglopedetes
ser corroborada na maioria das analises filogenéticas mais recentes, as topologias das arvores
apresentam resultados ligeiramente diferentes, com Cyphoderus na base do clado dos
Paronellinae (Bellini et al. 2022), como grupo irmao de Trogolaphysa (Nilsai et al. 2025) ou
como grupo irmdo de Troglopedetes (Godeiro et al. 2021). Nesta andlise, com maior
representatividade de Paronellinae, o género Cyphoderus se estabelece na base dos
Paronellinae (Fig. 2) ou como grupo irmao de Troglopedetes (Fig. 3). Portanto, para estabeler
melhor as relacBes internas dos Paronellinae, é necessaria a inclusdo de mais mitogenomas de
Cyphoderus, assim como de outros géneros representantes de Paronellinae

Apesar das filogenias ndo resgatarem a monofilia de Entomobryinae, a relagcdo entre
Lepidocyrtinae, Seirinae e Paronellinae estd presente na filogenia de nucleotideos. Esta
proximidade entre as subfamilias mencionadas é corroborada por filogenias recentes tanto por
analises de ML quanto Bayesianas (Bellini et al. 2022; Godeiro et al. 2023; Nilsai et al.
2025). Os representantes de Lepidocyrtinae e Paronellinae apresentam habitus e morfologia
semelhantes, com oligoquetotaxia na cabeca e tronco e mesmo padréo de sensilas do Th. Il ao
Abd. I (formula: 1, 1| 0, 1, 1), sendo estas caraceristicas provavelmente plesiomorficas no
ramo Paronellinae + (Lepidocyrtinae + Seirinae) (Zhang et al. 2015; Bellini et al. 2022). De
fato, os Seirinae apresentam morfologia mais complexa do ponto de vista da quetotaxia
dorsal, com plurimacroquetose (desenvolvimento de multiplos secundarios durante a
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ontogénese de macroquetas observadas no primeiro instar). Este padrdo de macroquetotaxia
na subfamilia provavelmente se desenvolveu posteriormente entre os Entomobryidae
derivados (Bellini et al. 2022).

5 CONCLUSAO

A inclusdo dos novos mitogenomas na andlise de Paronellinae, em particular da
espéecie neotropical T. zeppelinii comb. nov., foi fundamental para incorporar diversidade
genética regional as analises que frequentemente se restringem a espécies europeias e
asiaticas. Géneros com ampla distribui¢cdo podem exibir caracteristicas morfoldgicas distintas
entre regibes, como demonstrado por Cipola et al. (2018), ao evidenciar diferencas na
macroquetotaxia em espécies de Seira da regido Paleartica e Oriental, comparadas a outras
localidades. Consequentemente, a sub-representacdo de linhagens de diferentes regides
geogréficas em estudos filogenéticos pode resultar em baixa resolucdo filogenética ou
topologias artificiais e pouco informativas, ressaltando a necessidade de uma amostragem

taxonémica e geogréafica mais abrangente.
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Abstract

In recent years, surveys have revealed a high diversity of troglophilic and troglobitic species
of Brazilian Collembola, mainly represented by the Entomobryidae and Sminthuridae, which
hold some representative genera in Brazilian caves such as Cyphoderus Nicolet and
Pararrhopalites Bonet & Tellez. Here we describe in detail two new species of these genera
sampled from caves of the semiarid region of Rio Grande do Norte state, Brazil. Cyphoderus
caatinguensis sp. nov. is similar to other Neotropical species of the tridenticulati group, but it
is unique by the combination of labial chaetotaxy, ungues with a filamentous apical tooth and
number of feathered chaetae on the dorsal face of the dens. Pararrhopalites iataganii sp. nov.
differs from other Neotropical species of the genus especially by the number of subsegments
of the fourth antennomere, number of cephalic spines, manubrium chaetotaxy and ventral
dens formula. Recognition of these species enhances our understanding of the subterranean
fauna in the Neotropics, and their identification may support future conservation policies for
caves of the Rio Grande do Norte state, Brazil.

Keywords: chaetotaxy, Entomobryidae, Sminthuridae, soil fauna, taxonomy

Introduction

The understanding of the taxonomic richness of cave springtails has significantly advanced in
recent years in Brazil, with the description of numerous troglomorphic taxa (Cipola et al.
2020; Zeppelini et al. 2020, 2022; Souza et al. 2022; Oliveira et al. 2023). Most of the known
Collembola species found exclusively in caves and mesovoid shallow substratum have
adaptations for living underground, such as reduced pigmentation and eyes, elongated
appendages and changes in mucronal and foot morphology (Christiansen 1961, 1988; Cipola
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et al. 2020; Zeppelini et al. 2022; Souza et al. 2022). In Brazil, the majority of the cave
Collembola species belong to Entomobryidae and Sminthuridae (Zeppelini et al. 2022).

The subfamily Paronellinae (Entomobryomorpha, Entomobryidae sensu Godeiro et al.
2023) currently has 18 genera distributed worldwide, with at least three genera found in
Brazilian caves: Cyphoderus Nicolet, 1842, Trogolaphysa Mills, 1938 and Troglobius
Palacios-Vargas & Wilson, 1990 (Zeppelini et al. 2022; Bellinger et al. 1996-2024).
Cyphoderus is the largest genus in the subfamily, comprising more than 80 valid species to
date (Oliveira et al. 2023; Bellinger et al. 1996-2024). Historically, Cyphoderus taxonomy
has been mostly based on the morphology of the foot complex and mucro, as well as dental
chaetotaxy; the dorsal chaetotaxy within the genus is rather stable, showing little
interespecific differences (Delamare-Deboutteville 1948; Thibaud & Najt 1987; Oliveira et al.
2023). For instance, Delamare-Deboutteville (1948) established five groups of species based
on the number and disposition of the mucronal teeth of Cyphoderus taxa. This classification
divided the species into five groups: inermes, bidenticulati, tridenticulati, quadridenticulati
and multidentati (Delamare-Deboutteville 1948; Oliveira et al. 2023). In the Neotropical
region there are currently six known species of the tridendiculati group, with two of them
found in Brazil, C. arlei Cassagnau, 1963 and C. mucrominimus Oliveira, Alves & Zeppelini,
2017 (Oliveira et al. 2023; Zeppelini et al. 2024a).

The taxonomic richness of cave Sminthuridae (Symphypleona) in Brazil is represented by
two genera of Sminthurinae: Pararrhopalites Bonet & Tellez, 1947 and
Troglobentosminthurus Bellini, Medeiros & Souza, 2022 (in Souza et al.2022). After
Sminthurus Latreille, 1802 with 74 valid species, and Temeritas Richards, 1963 in Delamare-
Deboutteville & Massoud (1963) with 41, Pararrhopalites is the third largest genus of
Sminthurinae, with 17 nominal species mostly known from tropical and subtropical regions
(Bellinger et al. 1996-2024). Almost all Pararrhopalites species found in Brazil were
sampled within caves (5 spp.), and show some degree of adaptation to live in the subterranean
environment (Zeppelini & Brito 2014; Zeppelini et al. 2024b). The number of subsegments of
the fourth antennomere, eyes and cephalic spines, together with chaetotaxy of the anal valve,
tenaculum and dens venter are the most important traits used to diagnose Pararrhopalites
species (Zeppelini & Brito 2014).

Recent surveys in the karstic region of Rio Grande do Norte state, northeastern Brazil,
have shown a hexapod diversity mainly composed of troglophiles and troglobites (Castro-
Souza et al. 2017; Merlo et al. 2022). The species described here belong to this karst and are
the first nominal taxa of Cyphoderus and Pararrhopalites recorded from caves of the semiarid
region of Brazil. Our study is part of an initiative to comprehensively investigate the
invertebrate fauna within the caves of Rio Grande do Norte state and to assess potential
strategies for their conservation.

Materials and methods

Springtail specimens were sampled with entomological aspirators and paint brushes soaked in
alcohol during July 21-26, 2019 and August 15-23, 2023, from caves of the karst of Rio
Grande do Norte state, Brazil, from the municipalities of Baratuna and Felipe Guerra (Fig. 1).
All sampled caves occur within the Caatinga biome, which is a semiarid domain only seen in
Brazil, known by its hot and dry climate, with scarce and poorly distributed rainfall during the
year (Kottek et al. 2006). These caves are inserted in the limestones of the Jandaira
Formation, deposited during the Upper Cretaceous and corresponding to a carbonate ramp
that emerges along the exposed portion of the Potiguar Basin, occupying an area of more than
13,000 km? in the north of the state of Rio Grande do Norte and northeast of the state of Ceara
(Bezerra et al. 2007). The western region of this Formation has more than 1000 known caves
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(CANIE/CECAYV 2022), and is of a great biospeleological importance due to a large diversity
of troglobitic invertebrates (Bento et al. 2021).

The biological material was preserved in ethanol 100%. Some specimens were cleared in
Nesbitt's liquid for taxonomic identification, washed in Arlé’s liquid, and mounted on semi-
permanent slides on Hoyer's medium (Bellinger et al. 1996-2024). Specimens of
Pararrhopalites had their heads removed before they were assembled in glass slides to better
visualize the frontal chaetotaxy and other structures. Final slides were dried for about 14 days
in a drying oven at 50 °C. For making the drawings, a camera lucida tube attached to a Leica
DM750 microscope was used, and posteriorly the raw drawings were covered and improved
on Adobe Illustrator v. 24.1.1 software. The images of specific structures were taken under a
Leica DM750 microscope, using the same software. The type material of the new species is
deposited at the Collembola Collection of the Biosciences Center of the Federal University of
Rio Grande do Norte (CC/UFRN), Brazil and Soil Fauna Reference Collection of the State
University of Paraiba, Brazil (CRFS/UEPB).

The species distribution map (Fig. 1) was made in QGIS software v.3.30.2 with shapefiles
from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE, 2024) and cavities data from
National Speleological Information Register (CANIE/CECAV, 2024).

The terminology used in the description of the new Cyphoderus species follows mainly
Gisin (1967) for the basal labial chaetotaxy, Fjellberg (1999) for labial palp structures, Chen
& Christiansen (1993) with modifications of Cipola et al. (2018) for the post-labial
chaetotaxy, Nunes & Bellini (2018) for the dorsal head chaetotaxy, Szeptycki (1979) with
additions by Zhang et al. (2019) for the dorsal trunk chaetotaxy, and Delamare-Deboutteville
(1948) for the mucronal teeth formula. For the new Pararrhopalites species, Fjellberg (1999)
was used for labial palp structures, Betsch & Waller (1994) for the cephalic and large
abdomen chaetotaxy with an adaptation of Vargovitsh’s system (2009, 2012, 2013) for
posterior chaetotaxy of the large abdomen, and Betsch (1997) for the small abdomen
chaetotaxy.

The abbreviations used in the description and drawings are: Ant.—antennal segment(s);
Th.—thoracic segment(s); Abd.—abdominal segment(s). The main chaetotaxic symbols used
on the species plates are provided in Fig. 2. Chaetae labels and labial papillae are marked in
bold in the text.
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FIGURE 1. Distribution of the sampled caves: A, Map of Brazil maklng Rio Grande do Norte state and the

sampled municipalities; B, Baratina municipality, the blue circle marks the location of Furna Nova Cave inside
Furna Feia National Park (delimited by the black line), the type locality of Pararrhopalites iataganii sp. nov.; C,
Felipe Guerra municipality, the white circle marks the location of Boa Cave within a semiarid forest, the type
locality of Cyphoderus caatinguensis sp. nov. D, Furna Nova cave first hall near to the entrance, the specimens
of P. iataganii sp. nov. were found in the dark zone of this cave, which was much darker than it appears in the
image; E, Boa cave, the image displays piles of guano near to the speleologists, depicting one of the regions of

the cave sections, where the specimens of C. caatinguensis sp. nov. were collected.
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FIGURE 2. Main symbols of the morphological structures used in the descriptions of
Cyphoderus caatinguensis sp. nov. and Pararrhopalites iataganii sp. nov.

Taxonomy

Order Entomobryomorpha Bérner, 1913

Superfamily Entomobryoidea Womersley, 1934

Family Entomobryidae Tomdsvary, 1882 sensu Godeiro et al. 2023
Subfamily Paronellinae Borner, 1906 sensu Godeiro et al. 2023
Tribe Cyphoderini Bérner, 1913 sensu Godeiro et al. 2023

Genus Cyphoderus Nicolet, 1842

Diagnosis. Specimens pale white or yellowish, never with dark pigments. Scales present,
covering at least the dorsal head and trunk. Antennae shorter than the body length,
antennomeres undivided. Eyes completely absent. Dorsal head and trunk oligochaetotaxic,
with few macrochaetae and secondary chaetae other than the scales. Trunk sensilla as
1,1/0,1,1,+,3 and microsensilla as 0,0/1,0,1,0,0 from Th. Il to Abd. V. Abd. IV with 3+3
bothriotricha; unguiculi large, with a strong outer tooth in the postero-external lamella, tenent
hairs capitate or acuminate. Collophore posterior region with few ciliate or smooth chaetae
plus spines. Dens smooth and straight, without crenulations, with feathered dorsal chaetae and
several ciliate chaetae. Mucro variably elongate without a basal spine, with a variable set of
teeth (adapted from Szeptycki 1979; Zhang et al. 2019; Oliveira et al. 2023).

Cyphoderus caatinguensis sp. nov. Souza, Bellini & Zeppelini
Figs 1, 3-7, Table 1

Type material. Holotype male in slide: Brazil, Rio Grande do Norte State, Felipe Guerra,
Caverna Boa (05°33°59.5”S; 37°41°52.4”W), Aphotic zone, 21/VII/2022, Souza, P.G.C,
Santos, N. M. C., Lima, E. C. A., Bento, D. M., Freitas, J. I. M. coll. (CC/UFRN). Paratypes:
1 female in slide, same data of holotype (CC/UFRN); 5 females and 1 juvenile in slide, same
data of holotype except 23/VI11/2019, Souza, P.G.C, Bellini, B. C., Santos, N. M. C., Bento,
D. M., Freitas, J. I. M. coll. (CC/UFRN); and 2 females in slides, same data of holotype
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except 23/VI1/2019, Souza, P.G.C, Bellini, B. C., Santos, N. M. C., Bento, D. M., Freitas, J. I.
M. coll. (CRFS/UEPB).

Diagnosis. Mandibles normal, not modified. Labial papilla E lateral process finger-shaped,
surpassing the apex of the papilla. Labial basal chaetae formula as: m, e, 11-2, al-5, 12
reduced to a minute smooth chaeta, r chaeta absent. Dorsal head with five antennal
macrochaetae (f1-5), AO macrochaeta present, Pa5 as mesochaeta, other chaetae as
microchaetae. Abd. IV with one internal and one external macrochaetae (B4 and ES3,
respectively). Trochanteral organ with 16-19 spine-like smooth chaetae. Ungues with 4 inner
teeth, basal pair asymmetrical (basal posterior tooth much larger than basal anterior one),
unpaired apical tooth long and filamentous, tenent hairs capitate. Collophore posterior side
with 3 ciliate chaetae (1 unpaired), 2 smooth small spines and 1-3 long, smooth distal
chaetae. Dens dorsally with 8-10 inner and 8 outer feathered chaetae. Mucro short and with 4
teeth, belonging to tridenticulati group, with teeth formula as: aAi.

Description. Body length (head + trunk) of specimens 1.2-2.16 mm (n = 5), holotype 1.87
mm, male with 1.87 mm, females with 1.2-2.16 mm (n= 4). Habitus typical of the genus,
specimens totally unpigmented. Scales covering Ant. I-Il, ventral and dorsal head, dorsal
trunk, lateral and ventral manubrium and dens. Legs and collophore without scales.

Antennae shorter than the body length. Antennae segments ratio I: II: 1ll: IV of the
holotype as 1: 2.36: 1.81: 3.91. Ant. IV without apical bulb, with ciliate chaetae and at least
three types of sensilla (types ‘2’ and ‘3°, elongated sensillum; type ‘4’, finger-shaped
sensillum; type 10, minute sensillum with rounded apex, sensu Jantarit et al. 2014). Ant. 111
with 2 sensory rods (type 7’ sensu Jantarit et al. 2014) and 2 guard sensilla (type ‘5’ sensu
Jantarit et al. 2014). Ant. Il with dorsal scales and at least 4 types of sensilla (types ‘2°, ‘3°,
‘4> and ‘9’). Ant. I with dorsal scales, multiciliate chaetae and 3 smooth chaetae (Fig. 3A).
Prelabral chaetae smooth, labral chaetotaxy with 4 (al-2), 5 (m0-2, m2 shorter than m1) and
5 (p0-2) smooth chaetae, labral papillae absent (Fig. 3B). Clypeal formula with 4 (11-2), 2
(ft) and 3 (pf0-1) smooth chaetae, pfO slightly longer than pfl (Fig. 3B). Mandibles regular,
without modifications, asymmetrical, with 5+4 teeth (Fig. 3C). Maxillae capitulum globular,
without any clear modifications. Labial palp with 6 papillae, formula of the guards as: H(2),
A(0), B(5), C(0), D(4), E(4) + a lateral process finger-shaped and surpassing the apex of
papilla E (Fig. 4D). Outer lobe of maxilla with the basal chaeta longer than the apical one,
both smooth, sublobal plate with one chaeta-like appendage, oral fold with 2 smooth chaetae
(Fig. 3E). Labial basolateral and basomedian fields with chaetae m, e, 11-2 and al-5 all
smooth, 12 reduced to a minute chaeta, r chaeta absent, 5 labial proximal chaetae (Ipc), all
smooth (Fig. 3F). Ventral postlabial formula of the anterior chaetae as: 4 (G1-4), 2 (X, X4), 4
(H1-4), and 2 (J1-2) chaetae, chaeta X strongly reduced and smooth, posterior region with 2—
3 basal chaetae (Fig. 3F). Dorsal head chaetotaxy with 5 antennal macrochaetae (f1-5), 1
anterior macrochaeta (AQ) and 4 microchaetae (A1-3, A5), 4 medial microchaetae (M1-4), 6
sutural microchaetae (S0, S2-5), 2 post-sutural microchaetae (Ps2, Ps5), 4 postero-anterior
chaetae (Pa2-3 as microchaetae, Pa5 as mesochaeta, Pa as the post-ocular bothriotrichum),
plus 1 microchaeta of uncertain homology, 2 postero-medial microchaetae (Pm1-Pm3), 6
post-occipital posterior microchaetae (Ppl?, Pp3-7) and 1 postero-external (Pe3)
microchaeta (Fig. 3G).

Central macrochaetae formula from Th. 1l to Abd. IV as: 0,0/0,1,0,1, sensilla formula (Th.
II-Abd. V) as: 1,1|0,1,1,+,3, microsensilla formula as: 1,0/1,0,1,0,0. Th. Il without
macrochaetae other than those in the anterior collar, with 3—4 anterior (a2, a3?, a5 plus one
microchaeta of uncertain homology), 6 medial (m1-2, m4-m6e?), 6-7 posterior (pl-p6e)
microchaetae (Fig. 4A). Th. 11l with 3 anterior (a2, a6-a7), 4 medial (m6-m6p, M7-m7e)
and 4 posterior (p2—4, p6) chaetae (Fig. 4B). Abd. | with 1 ms and 5 medial (m2-m6)
microchaetae (Fig. 4C). Abd. Il with 5 anterior (a2i, a2, a5-7), 6 medial (m2-3, m3e, m3ep,
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m6-7) and 2 posterior (p5, p7) chaetae, m2 and a5 as bothriotricha, a2i, a2, and m3e as their
accessory chaetae (Fig. 4D). Abd. Il with 5 anterior (a2i, a2, a5-7), 9 medial (m2-3, m3e,
m3e2, m5, am6, pm6, m7i-m7) and 3 posterior chaetae (p6—7 plus one microchaeta without
clear homology), a5, m2, and m5 as bothriotricha, a2, m3e, m3e2 and 2—4 extra ones as their
accessory chaetae (Fig. 4E). Abd. IV with chaetae formula as: 4 ‘A’ (A3-A6), 4 ‘B’ (B3-B6,
B4 as macrochaetae), 4-5 ‘C’ (C1-4), 7 ‘T’ (T1-7), 3 ‘D’ (D1-3), 4 ‘E’ (E1-4, E3 as
macrochaetae), 3 ‘F’ (F1-3) and 3 ‘Fe’ (Fe2-4); 1 posterior (ps) and at least 2 internal
sensilla, posterior region with 5 transversal mesochaetae and 3—4 pseudopores (Fig. 5A). Abd.
V with 5 anterior (al, a3, a5-6e), 3 medial (m2-3, m5) and 4 posterior (pl, p3-5) main
mesochaetae (Fig. 5B).

Trochanteral organ with 16-19 smooth spine-like chaetae (Figs 6A-B), femur Ill with
several smooth spine-like chaetae similar to those of the trochanteral organ (Fig. 6B).
Tibiotarsi I-111 with an internal row of finely ciliate, abruptly pointed macrochaetae (Fig. 6C).
Ungues with 4 inner teeth, 2 paired basal asymmetrical (basal posterior tooth remarkably
larger than basal anterior tooth), 1 unpaired median and 1 unpaired apical tooth longer than
the median tooth and filamentous; ungual outer side with one pair of lateral teeth and 1
unpaired dorsal tooth (Figs 6D-F). Unguiculi wing-shaped, with 4 smooth lamellae,
anterointernal lamella with a large tooth (Fig. 6D). Tenent hairs capitate, longer than the inner
distal smooth chaeta on tibiotarsus 11l (Fig. 6D).

Anterior face of collophore (Figs 7A-C) with 2-3 ciliate chaetae, none of them clearly
thicker than the others (Fig. 7A), posterior face with 3 ciliate chaetae (1 unpaired), 2 smooth
small spines and 1-3 long, smooth chaetae (Fig. 7B). Lateral flap with 2 smooth chaetae (Fig.
7C).

Dorsal side of manubrium with about 60+60 chaetae. Manubrial plate with 2 chaetae and 2
pseudopores (Fig. 7D). Dens dorsally with 8-10 inner and 8 outer feathered chaetae, with
regular ciliate chaetae between the feathered ones; 1 inner smooth or ciliate chaeta near mucro
(i1); apex of dens with 1 long, robust feathered chaeta, at least twice as long as the mucro
length (Fig. 7E). Mucro of the tridenticulati group, teeth formula as aAi, apical tooth (a)
followed by a well-developed tooth (A) plus two paired reduced teeth (i) on the inner and
outer lamellae (Fig. 7F). Ratio of mucro:dens:manubrium of holotype = 1:5.7:7.83.

Etymology. The species is named after the Caatinga biome, where Boa cave is located.

Remarks. The new species is unique within the genus by the combination of the following
characters: ungues basal posterior tooth much larger than basal anterior tooth, unpaired apical
tooth present, long and filamentous, tenent hairs capitate; femur 111 with smooth spine-like
smooth chaetae; posterior face of collophore with 3 ciliate chaetae (1 unpaired), 2 small,
smooth spines and 1 long, smooth distal chaeta; dens dorsally with 8-10 inner and 8 outer
feathered chaetae; mucro short, of the tridenticulati group, with tooth formula as: aAi sensu
Delamare-Deboutteville (1948).

Cyphoderus caatinguensis sp. nov. resembles other Neotropical species of the
tridenticulati group with similar mucronal teeth formula (aAi or aAA). However, the new
species can be distinguished from all of them by the combination of the presence of a single
m chaeta on the labial basomedian field and a reduced spiny 12 on the basolateral field, one
central macrochaeta on the Abd. IV, ungues with an unpaired apical tooth, long and
filamentous, and dens dorsal chaetotaxy (see Table 1). Considering the mucronal morphology
and labial and Abd. IV chaetotaxy, C. manuneru Bernard, Soto-Adames & Wynne, 2015 is
arguably the closest Neotropical species to Cyphoderus caatinguensis sp. nov., but they can
be distinguished from each other by the number of spine-like chaetae on the trochanteral
organ (16-19 in C. caatinguensis sp. nov. vs. 10 in C. manuneru), absence of the ungual
unpaired apical tooth in C. manuneru (present and filamentous in the new species), tenent hair
shape (capitate in the new species vs. acuminate in C. manuneru) and number of the inner and
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outer dorsal feathered chaetae on dens (8-10 + 8 in C. caatinguensis sp. nov. vs. 4 + 7 in C,
manuneru). Further comparisons between the Neotropical species of the tridenticulati group
are provided in Table 1.

It is noteworthy the new species’ absence of pigments and eyes do not constitute any
troglomorphism, since such morphology is shared among all Cyphoderini, which can live in
many different habitats, including epigeic environments (Delamare-Deboutteville 1948;
Thibaud & Najt 1987; Oliveira et al. 2023). On the other hand, the strong modifications of the
inner teeth seen in the ungues of C. caatinguensis sp. nov. may actually represent
troglomorphic traits, as discussed by Christiansen (1961), despite the new species having
tenent hairs capitate, a feature that suggests an edaphic life form. We sampled the entrance of
the Boa cave and its external surroundings, as well as several other caves in the region, and
did not find any specimens of the new species. This absence provides good evidence of a
troglobitic species with a very restricted distribution.

Habitat, threats and conservation status. Boa cave stands as the sole documented habitat
of Cyphoderus caatinguensis sp. nov. It boasts relatively expansive dimensions for the
region, spanning approximately 340 meters in length and encompassing a volume exceeding
10,000 m3 (Fig. 1E). However, its access is limited by a narrow, vertical entrance situated at
the base of a sinkhole. Consequently, the microclimate within the cave is characterized by
elevated temperatures, high humidity, and remarkable stability.

This cave has only a small isolated subterranean stream present at its lowest level.
Consequently, the primary organic resources for cave fauna consist of extensive patches of
guano deposited by thousands of Chiroptera, including the hematophagous hairy-legged
vampire bat (Diphylla ecaudata Spix) common vampire bat (Desmodus rotundus (Geoffroy
Saint-Hilaire)), the frugivorous flat-faced fruit-eating bat (Artibeus planirostris (Spix)) and
the omnivorous pale spear-nosed bat (Phyllostomus discolor Wagner) (Vargas-Mena et al.
2018).

Although Boa Cave and its immediate environs exhibit a relatively preserved state, the
limestone outcrop housing the cave has undergone significant alteration owing to irregular
limestone mining activities. Furthermore, there are additional areas in the vicinities which
have been impacted, mainly due to deforestation and agricultural practices. However, these
alterations are situated at a distance from the cave, and it cannot be definitively stated that
they are adversely affecting its fauna. Consequently, due to the uncertainties regarding the
potential impacts of these human activities on C. caatinguensis sp. nov. could be classified
for now as a Data Deficient (DD) species, according to the International Union for
Conservation of Nature's method for assessing the risk of extinction (IUCN 2022).

87



e i ;
& ¢ -
—
i e
5 s

o
ey

e

|
]
|
]
L.
]
F ! 1
I / ‘
g5
& i
I
i |
I
1 I
I
I
1
i |
|
|
|

FIGURE 3. Cyphoderus caatinguensis sp. nov. head: A, Dorsal view of the left antenna chaetotaxy; B, Clypeal,
pre-labral and labral chaetotaxy; C, Mandibles; D, Labial palp papillae with proximal chaetae (Ipc) (right side),
lateral process (I.p.) surpassing the papilla E; E, Maxillary outer lobe and sublobal plate (left side); F, Basal
labial and post-labial chaetotaxy with basal chaetae (b.c.); G, Dorsal head chaetotaxy.
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FIGURE 4. Cyphoderus caatinguensis sp. nov. dorsal trunk chaetotaxy, right side: A, Th. 1I; B, Th. ll; C, Abd.
I; D, Abd. II; E, Abd. Ill. Abbreviations: ms = microsensillum, al = anterolateral sensillum, as =
anterosubmedial sensillum.
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FIGURE 6. Cyphoderus caatinguensis sp. nov. legs: A, Trochanteral organ spine-like chaetae; B, Trochanteral
organ (white arrow) and femur Il (black arrow) with smooth spine-like chaetae; C, Tibiotarsus Il internal mac
with abruptly pointed apex (black arrow); D, Foot complex Ill, anterior view; E-F, Ungues Il (E) and Il (F),
respectively, black arrows mark the medial and apical teeth. Abbreviations: b.a. = basal anterior tooth, b.p. =
basal posterior tooth, m.t. = unpaired median tooth, a.t. = unpaired apical tooth, a.e. = anteroexternal lamellg;
a.i. = posteroexternal lamella; p.e. = anterointernal lamella; p.i. = posterointernal lamella.
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FIGURE 7. Cyphoderus caatinguensis sp. nov. abdominal appendages: A, Collophore anterior side; B,
Collophore posterior side; C, Collophore lateral flap; D, Distal part of manubrium and dorsal dens chaetotaxy of
dens, dorsal side. E, Mucro and dens with distal feathered chaetae; F, Mucronal teeth in detail, ‘*’ marks the

apical smooth chaeta.
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Order Symphypleona Bérner, 1901 sensu Bretfeld, 1986
Suborder Appendiciphora Bretfeld, 1986

Superfamily Sminthuroidea Bretfeld, 1994

Family Sminthuridae Lubbock, 1862

Subfamily Sminthurinae Lubbock, 1862 sensu Bretfeld, 1999

Genus Pararrhopalites Bonet & Tellez, 1947

Diagnosis. Ant. IV with 8-15 subsegments. Eyes from 8+8 to completely absent, body
pigments variable. Head and posterior trunk with dorsal spines. Post-antennal chaeta absent.
Bothriotricha A-D present, E absent. Neosminthuroid chaetae on the parafurcal area absent.
Metatrochanteral spine present. Ungues with or without tunica, unguiculi with apical filament,
capitate tenent hairs absent. Female subanal appendage elongated and simple. Dens ventrally
with 7-14 chaetae. Mucro with inner and outer lamellae serrated, mucronal chaeta present or
absent (adapted from Bonet & Tellez 1947; Betsch 1980; Zeppelini & Brito 2014; Brito et al.
2019; Medeiros et al. 2020).

Pararrhopalites iataganii sp. nov. Souza, Medeiros & Zeppelini
Figs 1, 8-12, Table 2

FIGURE 8. Pararrhopalites iataganii sp. nov. live specimen in its natural habitat. Photograph by Diego Bento
(2021).

Type material. Holotype male in slide: Brazil, Rio Grande do Norte State, Baraina, Furna
Nova Cave (05°02°03.8”S; 37°34°15.8”W), Aphotic zone, 18/VII/2022, Souza, P.G.C,
Santos, N. M. C., Lima, E. C. A, Bento, D. M., Freitas, J. I. M. coll. (CC/UFRN). Paratypes:
4 females in slides, same data of holotype (CC/UFRN); 2 females in slides, same data of
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holotype except (CRFS/UEPB); and 3 males, 2 females and 1 juvenile in slides, same data of
holotype except 18/V111/2022 (CC/UFRN).

Diagnosis. Specimens pale yellow, some individuals with scattered red pigment on dorsal
head and body. Antennae shorter than the body length, Ant. IV with 12 subsegments. Eyes
1+1, head interantennal area with 3 reduced, apically rounded sensilla, frontal area with 13
spines. Parafurcal area with 12 chaetae. Ungues without tunica, with a pair of lateral teeth.
Manubrium with 6+6 dorsal chaetae, dens with 23 dorsal (posterior) and 9 ventral (anterior)
chaetae, ventral formula from the apex to the basis as: 3, 2, 2, 1...1. Mucronal chaeta absent.

Description. Body (head + trunk) average length of the type series 0.75 mm (0.5-1.1 mm),
holotype with 0.64 mm, males averaging 0.57 mm (0.5-0.67 mm) (n=4), females averaging
0.83 mm (0.65-1.1 mm) (n=4). Specimens usually pale (Fig. 8), some individuals with
scattered red pigment on the dorsal head and large abdomen.

Antennal length in holotype 0.75 mm. Antennal segments ratio I: II: I11: IV of the holotype
as 1: 2.5: 5.3: 11.5. Ant. IV shorter than body length (Fig. 8). Ant. IV with 12 subsegments,
subsegments 1-12 with 4/6/6/7/8/10/10/10/10/10/10/26 chaetae, respectively; subsegment 12
with one curved chaeta and one small sensillum at the apex (Fig. 9A). Ant. 11l with 21 chaetae
plus one short sensillum (Aai) laterally to the sensory organ; apical organ sensory rods in
independent shallow invaginations (Fig. 9B). Ant. Il with 15 chaetae, 4 of them spine-like,
plus 1 rounded apical microsensillum (Fig. 9C). Ant. | with 7 chaetae (Fig. 9C). Eyes 1+1,
unpigmented. Clypeal area a—g series with 6/6/4/4(+1)/5(+1)/4(+1)/3 chaetae, respectively, 1
chaeta present or absent between series d and e; interantennal area with 1 oval organ and 3
reduced, apically rounded sensilla, a and y series with 1 chaeta each, frontal area A—E series
with 2/1/2/2(+1)/2 chaetae, respectively, with a total of 13 frontal spines (Fig. 9D). Ventral
head with 3 a and 1 b chaetae on the post-labial region, plus 3 elongate oval organs, labial
basomedian field with 7 and basolateral field with 2 chaetae, respectively (Fig. 9E). Six
prelabral chaetae present (Fig. 9D), labral p, m, a series with 5, 5, 4 chaetae, respectively, p2
longer than the others; mO smaller than m1, labral intrusions present, labral papillae absent
(Fig. 9F). Labial palp with 5 proximal chaetae, with 6 papillae, formula of the guards as:
H(2), A(0), B(5), C(0), D(3), E(4) + a lateral process not reaching the apex of the papilla E, 1
papilla B guard-chaeta laterally displaced to C, large, curved and blunt (Fig. 9G). Maxillary
outer lobe apical chaeta with a basal toothlet, basal chaeta shorter than the apical one, oral
fold with 2 chaetae, sublobal plate without chaeta-like appendages (Fig. 91). Mandibles
asymmetrical with 5 + 3 apical teeth (Fig. 91). Maxillae globular, without any clear
modifications (Fig. 9J).

Large abdomen without clear segmentation, constrictions or vesicles. DI-1 row of dorsal
spines present on females, absent on males (Figs 10A-B). Th. Il with 1 a chaeta and 1 m
spine. Th. Il with 1 a chaeta, 1 m and 1 p spines. Abd. I with 1 chaeta and 1 spine on a and
m rows, and 3 p spines. Bothriotricha A, B and C present on Abd. Il, slightly misaligned,
nearly in a straight line; Abd. Il with 2 chaetae, 1 spine on a row, plus bothriotrichum A; 3
chaetae and 1 spine on m row, plus bothriotrichum B; and 5 chaetae on p row, plus
bothriotrichum C. Abd. I11-1V with 7 chaetae under the bothriotrichum C. Abd. 111-1V dorsal
spine rows dlI-1 with 9 spines in females, row absent in males; dI1-1 with 6 spines in females
and 8 in males; dIll-1 with 7 spines in females and 6 in males; dIV-1 with 5 spines in
females and 4 in males; and dV-1 with 8 in females and 7 in males (Figs 10A-B). Parafurcal
area with 12 chaetae in both sexes, distributed in 4 rows of 2, 4, 3 and 3 chaetae (Fig. 10A).
Bothriotrichum D present on the small abdomen of both sexes, with 4 accessory chaetae on
females and 3 on males (Figs 10C-D). Female dorsal anal valve with as2—4, ams1-3, ms1-3,
mpsl1-3 and psl-2 chaetae, amsl, msl and psl unpaired; each ventral anal valve with aail—
3, ail-4, mil-2, mpil-5 and pil-3 chaetae, amil as an oval organ, mi2 bothriotrichum-like
and mpi5 as the subanal appendage, smooth and curved towards the anal opening (Fig. 10C).
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Male dorsal anal valve with as2—4, ams1-3, ms1-3, mpsl, mps3, and psl-2 chaetae, amsl,
ms1 and psl1 unpaired; each ventral anal valve with aail-2, ail-4, mil-2, mpil-5 and pil-3
chaetae, amil as an oval organ, mi2 bothriotrichum-like (Fig. 10D). Female genital plate with
2+2 chaetae on ventral side (Fig. 10E). Male genital plate with about 10+10 chaetae (Fig.
10F).

Legs (Figs 11, 12A-C): Epicoxae I-11l with 1, 1 and 2 chaetae, respectively. Subcoxa I-I11
with 0, 1 and 1 chaetae, respectively. Coxae I-1l1l with 1, 2 and 4 chaetae, respectively.
Trochanters I-111 with 5, 3-5 and 6 chaetae, respectively, trochanter Il with one chaeta
modified into a thick and bent metatrochanteral spine, trochanters I1-111 with 1 and 1-2 oval
organs, respectively. Femora I-Ill with 14, 14, 15 chaetae and 1, 1, 1 oval organs,
respectively (Figs 11A-C). Tibiotarsi I-111 with 54, 51, 54 chaetae and 3, 3, 3 oval organs,
respectively, distal whorl with 9 chaetae on each leg (Figs 11D—F). Foot complexes I-I11 with
2 pretarsal chaetae each, one of them larger than the other (Figs 12A-C). Ungues without
tunica, with a single medial inner tooth (larger on unguis 11), 2 paired small lateral teeth and
1 dorsal tooth (not seen in unguis 111, possibly reduced or absent). Unguiculus | without teeth,
unguiculi 1111 with a small inner tooth, apical filament slightly surpassing the apex of unguis
on leg I, reaching the apex on leg Il but not reaching the apex on leg Il (Figs 12A-C).

Abdominal appendages (Figs 12D-G): Collophore with 0+0 or 1+1 chaetae on the lateral
flaps, corpus without chaetae. Tenaculum ramus with 3 teeth plus an apically rounded basal
appendix, corpus with 1-2 apical chaetae. Manubrium with 6+6 chaetae, all dorsal, one larger
than the others (Fig. 12D). Dens dorsally (posteriorly) with 23 chaetae, lines E/PE/P/PJ/J
with 7/2/1/7/6 chaetae, respectively (Fig. 12E), ventrally (anteriorly) with 9 chaetae following
the formula from the apex to the basis: 3, 2, 2, 1...1(Fig. 12F). Mucronal lamellae serrated,
inner lamella with about 30, outer lamella with about 16 teeth; mucronal chaeta absent (Fig.
12G). Ratio manubrium:dens:mucro of the holotype as 1: 3.3: 1.4.

Etymology. The new species honors our dear friend, the biospeleologist José latagan
Mendes de Freitas, for his indispensable work at the Furna Feia National Park, Rio Grande do
Norte, and all other contributions with the National Center for Cave Research and
Conservation (CECAV/ICMBIO0) in prospecting and mapping new caves through Brazil.

Remarks. The combination of Ant. IV with 12 subsegments, 1+1 eyes, head interantennal
area with 3 apically rounded sensilla and frontal area with 13 spines, ungues with a pair of
lateral teeth, manubrium with 6 dorsal chaetae, dens with 23 dorsal chaetae, with ventral
chaetotaxy formula as 3, 2, 2, 1...1, and mucro without chaeta sets Pararrhopalites iataganii
sp. nov. apart from all its congeners. Considering the number of eyes (1+1), the new species
resembles other Neotropical taxa like P. queirozi Brito, Lima & Zeppelini, 2019, P.
sideroicus Zeppelini & Brito, 2014 and P. wallacei (Zeppelini & Palacios-Vargas, 1995).
However, P. iataganii sp. nov. can be readily separated from them by: Ant. IV with 12
subsegments (vs. 11 or less in the other species), frontal head with 13 spines (15 in P.
queirozi, 10 in P. sideroicus and P. wallacei), 1 frontal cephalic oval organ (2 in P.
sideroicus), manubrium with 6 dorsal chaetae (less in P. queirozi and P. sideroicus, unknown
to P. wallacei), and dens dorsally with 23 chaetae (less in the other species). Further
comparisons between the Neotropical species of the genus are summarized in Table 2.

The reduction of pigment and eyes (just 1+1) may be considered troglomorphic traits of P.
lataganii sp. nov., since most species of Pararrhopalites have 2+2 or more eyes and at least
some of them are pigmented (Zeppelini & Brito 2014). On the other hand, the species does
not show any clear elongation of appendages, ungues or chaetae, features observed as
troglomorphisms in some cave Collembola (Christiansen 1961, 1988; Souza et al. 2022).
Specimens of P. iataganii sp. nov. were only found in the aphotic zone of Furna Nova cave,
even though other zones of the cave and its aboveground surroundings were investigated.
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Habitat, threats and conservation status. Furna Nova cave stands as the exclusive
documented habitat of P. iataganii sp. nov., although other caves and surface environments in
the region have been surveyed. The cave has relatively large dimensions for the region, with
approximately 240 meters of passages mapped thus far, while certain sections remain
unexplored (Fig. 1D). Notably, the cave features only one small entrance, fostering a stable
microclimate characterized by relatively high temperature and humidity levels, alongside
limited air circulation. Seasonal occurrences of elevated carbon dioxide concentration are
observed at lower cave levels, including areas where individuals of P. iataganii sp. nov. were
collected.

The cave primarily maintains occasional drips and small puddles observed in its lower
sections. Consequently, the principal organic resources for cave fauna predominantly
comprise guano patches, primarily deposited by the hematophagous bats Desmodus rotundus
and Diphylla ecaudata, the Brazilian funnel-eared bat Natalus macrourus (Gervais), an
insectivore, and the omnivorous bat Phyllostomus discolor (Vargas-Mena et al. 2018).

Furna Nova cave is situated within the Furna Feia National Park, designated in 2012 to
safeguard a notable cluster of caves and the biodiversity of the Caatinga biome (Brasil 2012).
While the area of the National Park itself is well conserved, its periphery has undergone
substantial changes, mainly due to irrigated agriculture. Nonetheless, these anthropogenic
influences are situated at a considerable distance from the cave and do not seem to exert any
discernible impact on its subterranean environments.

The Furna Nova cave is among the caves within the Furna Feia National Park slated for
tourism. However, these visits will be conducted in an organized manner and based on studies
that have considered the significance and uniqueness of its cave fauna. Notably, the lower
cave level, where P. iataganii sp. nov. is found, will be off-limits to visitors, and there are
plans for monitoring the bat community. Consequently, the newly discovered species could
potentially be classified as Least Concern (LC) according to the International Union for
Conservation of Nature's method for assessing the risk of extinction (IUCN 2022).
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FIGURE 9. Pararrhopalites iataganii sp. nov. head: A, Right Ant. IV, dorsal view, in detail the apical curved
chaeta and sensillum; B, Left Ant. Ill, ventral view, black arrow marks the lateral short sensillum; C, Dorsal
view of the left Ant. I-I1, black arrows mark the spine-like chaetae; D, Anterior head chaetotaxy and eyes, white
arrow marks a chaeta which can be absent; E, Ventral head, right side, with labial basomedial and basolateral
labial chaetae and post-labial region; F, Labral chaetotaxy; G, Labial palp, left side; H, Maxillary outer lobe and
sublobal plate (right side); I, apical teeth of the mandibles; J, Maxilla capitulum, right side.
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FIGURE 10. Pararrhopalites iataganii sp. nov. trunk lateral view: A, Large abdomen chaetotaxy of a female;
B, Dorsal spines of the posterior male large abdomen; C, Female anal valves chaetotaxy, ‘*’ mark unpaired
chaetae; D, Male anal valves chaetotaxy, ‘*’ mark unpaired chaetaec E, Female genital plate; F, Male genital
plate.
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FIGURE 11. Pararrhopalites iataganii sp. nov. legs: A, Epicoxa to femur of leg I; B, Epicoxa to femur of leg Il
(arrows indicate chaetae present or absent); C, Epicoxa to femur of leg Il1 (arrows indicates oval organ present
or absent); D, tibiotarsus I; E, tibiotarsus II; F, tibiotarsus I11.

FIGURE 12. Pararrhopalites iataganii sp. nov. trunk appendages: A-C, Foot complex I-111; D, Manubrium,
dorso-lateral view; E, Dens, dorsal chaetotaxy; F, Dens, ventral chaetotaxy of the dens. G, Mucro, external view.

Discussion

Morphology of the foot complex, dens and mucro have been traditionally used as the main
features to differentiate species of Cyphoderus and Pararrhopalites, as well as many other
genera of springtails, especially in Entomobryomorpha and Symphypleona orders. The lack of
more detailed descriptions on the chaetotaxy of head, trunk and appendages, especially in taxa
published before 1950, can lead to difficulties in the identification, differentiation and
description of new species for the science. Some examples of such difficulties have been
recently investigated, such as in Lepidocyrtus Bourlet, 1839, Entomobrya Rondani, 1861
(Entomobryomorpha), Sphaeridia Linnaniemi, 1912 and Denisiella Folsom & Mills, 1938
(Symphypleona) (Katz et al. 2015; Winkler et al. 2020; Medeiros et al. 2023). The same
issues can be observed in older descriptions of Cyphoderus and Pararrhopalites, which are
mostly based on the morphology of foot complex and furca, preventing a better understanding
of the infrageneric morphological variation within each genus, presence of species complexes
and the real distribution of species-level taxa.

The recent studies provided new diagnostic characters to separate similar or even
previously considered cryptic species (Jantarit et al. 2014; Zhang et al. 2018; Cipola et al.
2020; Zeppelini et al. 2022). For example, a comparison of recently described Brazilian
Pararrhopalites species demonstrated differences in the chaetotaxy of the antennae, clypeus,

100



abdomen and legs between them (Palacios-Vargas & Zeppelini 1996; Zeppelini & Palacios-
Vargas 1999; Zeppelini & Brito 2014; Zeppelini et al. 2018; Brito et al. 2019). Such
differences were not highlighted in this study since we found more obvious traits to separate
the taxa (see Table 2). However, these detailed data may be used in the future to separate very
similar or cryptic species of Pararrhopalites, or even can be tested as diagnostic traits using
an integrative perspective of taxonomic tools.

Our study presents the second and third new species of cave Collembola recorded from
Caatinga biome, the main semiarid domain of Brazil (Souza et al. 2022). Pararrhopalites
iataganii sp. nov. is the seventh and Cyphoderus caatinguensis sp. nov. is the 16" species of
their respective genera recorded from Brazil (Zeppelini et al. 2024a, 2024b). The species
descriptions contribute to a better understanding of the invertebrate fauna of the Neotropical
Region, and to support future conservation policies for the sampled areas.

Acknowledgements

We sincerely thank Dr. Ernest C. Bernard and Dr. Cubomir Kova¢ for their many important
suggestions and corrections to improve this manuscript. We also thank the speleologist José
latagan Mendes de Freitas for guiding us in and out of the caves, as well as Dr. Estevam
Cipriano Araujo de Lima and Ms. Nathélia Michelly da Cunha Santos for their efforts in
helping us to sample the specimens in the field, and Dr. Jodo Victor Lemos for revising the
original draft. This research was partially funded by Term of Commitment of Speleological
Compensation (TCCE) 01/2018, signed between Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade (ICMBio) and Vale S.A. and with resource management by the Instituto
Brasileiro de Desenvolvimento e Sustentabilidade (IABS); Fundagdo de Apoio a Pesquisa do
Estado da Paraiba (FAPESQ/PB, PhD scholarship, grant number #07/2021-SEECT—Paolla
Gabryelle Cavalcante de Souza); National Council for Scientific and Technological
Development (CNPq), grant number #309114/2021-7—Bruno Cavalcante Bellini; and the
Coordination for the Improvement of Higher Education Personnel (CAPES), grant number
#001—Gleyce da Silva Medeiros.

References

Bellinger, P.F., Christiansen, K.A. & Janssens, F. (1996-2024) Checklist of the Collembola
of the World. Available from: http://www.collembola.org (Accessed 10 January 2024)

Bernard, E. C., Soto-Adames, F. N. & Wynne, J. J. (2015) Collembola of Rapa Nui (Easter
Island) with descriptions of five endemic cave-restricted species. Zootaxa, 3949(2), 239—
267.
http://dx.doi.org/10.11646/zootaxa.3949.2.6

Betsch, J.M. (1980) Eléments pour une monographie des Collemboles Symphypléones
(Hexapodes, Aptérygotes). Mémoires du Muséum national d’Histoire naturelle, Nouvelle
Série A, Zoologie, 116, 1-227.

Betsch, J.M. (1997) An ontogenetically focused chaetotaxial scheme in Symphypleona
(collembolan): The 6th abdominal segment. Pedobiologia, 41, 13-18.

Betsch, J.M. & Waller, A. (1994) Chaetotaxic nomenclature of the head, thorax and abdomen
in Symphypleona (Insecta, Collembola). Acta Zoologica Fennica, 195, 5-12.

Bento, D.M., Souza-Silva, M., Vasconcellos, A., Bellini, B.C., Prous, X. & Ferreira, R.L.
(2021) Subterranean “oasis” in the Brazilian semiarid region: neglected sources of
biodiversity. Biodiversity and Conservation, 30, 3837-38571.
https://doi.org/10.1007/s10531-021-02277-6

101



Bezerra, F.H.R., Takeya, M.K., Sousa, M.O.L. & Nascimento, A.F. (2007) Coseismic
reactivation of the Samambaia fault, Brazil. Tectonophysics, 430, 27-39.
https://doi.org/10.1016/j.tecto.2006.10.007

Bonet, F. & Tellez, C. (1947) Un nuevo genero de Esminturidos (Collembola). Revista de la
Sociedade Mexicana Historia Natural, 8, 193-203.

Borner, C. (1901) Neue Collembolenformen und zur Nomenclatur der Collembola Lubbock.
Zoologischer Anzeiger, 24, 696-712.

Borner, C. (1903) Uber neue Altweltliche Collembolen, nebst Bemerkungen zur Systematik
der Isotominen und Entomobryinen. Sitzungsberichte der Gesellschaft Naturforschender
Freunde zu Berlin, 129-182. https://doi.org/10.5962/bhl.part.29866

Borner, C. (1906) Das System der Collembolen nebst Beschreibung neuer Collembolen des
Hamburger Naturhistorischen Museums. Mitteilungen aus dem Naturhistorischen Museum
in Hamburg, 23, 147-188.

Borner, C (1913) Neue Cyphoderinen. Zoologischer Anzeiger, 41, 1-11.

Bourlet, A. (1839) Mémoire sur les Podures. Mémoires de la Société Royale des Sciences, de
L Agriculture et des Arts de Lille, 1, 377-417.

Brasil - Decreto de 5 de junho de 2012 (2012). Dispde sobre a criacdo do Parque Nacional da
Furna Feia, nos municipios de Baralna e Mossoro, Estado do Rio Grande do Norte. Diério
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF.

Bretfeld, G. (1986) Phylogenetic systematics of the higher taxa of Symphypleona Borner,
1901 (Insecta, Entognatha, Collembola). Proceedings of the 2nd International Seminar on
Apterygota, 1, 302-311.

Bretfeld, G. (1994) Sturmius epiphytus n. gen. n. spec. from Colombia, a taxon of the
Symphypleona (Insecta, Colembola) with an unexpected character combination.
Description and position in non-Linnean and Linnean classifications of the Symphypleona.
Journal of Zoological Systematics Evolutionary Research, 32, 264-281.

Bretfeld, G. (1999) Synopses on Palaearctic Collembola, Volume 2. Symphypleona.
Abhandlungen und Berichte des Naturkundemuseums, Gorlitz, 71, 1-318.

Brito, R. A, Lima, E. C. & Zeppelini, D. (2019) Three new species of Collembola
(Arthropoda: Hexapoda) from Brazil. Zootaxa, 4700(4), 401-430.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4700.4.1

CANIE/CECAYV (2022). Cadastro Nacional de Informacdes Espeleoldgicas. Available from:
https://www.gov.br/icmbio/pt-br/assuntos/centros-de-pesquisa/cecav/cadastro-nacional-de-
informacoes-espeleologicas/canie (Accessed 30 December 2022)

CANIE/CECAYV (2024) Cadastro Nacional de Informacdes Espeleoldgicas. Available from:
https://www.gov.br/icmbio/pt-br/assuntos/centros-de-pesquisa/cecav/cadastro-nacional-de-
informacoes-espeleologicas/canie_(Accessed 12 October 2023)

IBGE (2024) Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica.
https://www.ibge.gov.br/geociencias/organizacao-do-territorio/malhas-territoriais/15774-
malhas.html (Accessed 12 October 2023).

Cassagnau, P. (1963) Collemboles d’Amérique du Sud, II. Orchesellini, Paronellinae,
Cyphoderinae. In: in Delamare Deboutteville, C. & Rapoport, E., Biologie de la Amérique
Australe, Volume 11, Etudes sur la faune du sol, Editions du Centre National de la
Recherche Scientifique, Paris, pp. 127-148.

Castro-Souza, R. A., Zefa, E., & Ferreira, R. L. (2017) Two new species of cave crickets
Endecous (Notoendecous) Gorochov, 2014 (Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae) from
northeastern Brazil. Zootaxa, 4318(3), 474-498.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4318.3.3

Chen, J-X. & Christiansen, K.A. (1993) The genus Sinella with special reference to Sinella s.
s. (Collembola: Entomobryidae) of China. Oriental Insects, 27, 1-54.

102



Christiansen, K. (1961) Convergence and parallelism in cave Entomobryinae. Evolution, 15,
288-301.

Christiansen, K. (1988) Pseudosinella revisited (Collembola, Entomobryinae). International
Journal of Speleology, 17, 1-29.

Cipola, N. G., Arbea, J., Baquero, E. & Jordana, R. (2018) The survey of Seira Lubbock,
1870 (Collembola, Entomobryidae, Seirinae) from Iberian Peninsula and Canary Islands,
including three new species. Zootaxa, 4458(1), 66 pp.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4458.1.1

Cipola, N. G., Oliveira, J. V. L., Bellini, B. C., Ferreira, A. S., Lima, E. C., Brito, R. A,,
Stievano, L. C., Souza. P. G. C. & Zeppelini, D. (2020) Review of Eyeless Pseudosinella
Schéffer (Collembola, Entomobryidae, and Lepidocyrtinae) from Brazilian Caves. Insects,
11(3), 194.
https://doi.org/10.3390/insects11030194

Delamare-Deboutteville, C. (1948) Recherches sur les Collemboles Termitophiles et
Myrmecophiles. Archives de Zoologie Expérimentale et Generale, 85, 261-425.

Delamare-Deboutteville, C. & Massoud, Z. (1963) Collemboles symphypléones. In Biologie
de L’Amérique Australe, 1st ed.; Delamare-Deboutteville, C. & Rapoport, E., Eds.;
Editions du CNRS: Paris, France, Volume 2, pp. 169-289.

Denis, J. R. (1923) Sur la francaise des Aptérygotes. IV. Note préliminaire. Bulletin de la
Société entomologique de France, 92, 53-58.

Fjellberg, A. (1999) The Labial Palp in Collembola. Zoologischer Anzeiger, 237:309-330.

Folsom, J. W. & Mills H.B. (1938) Contribution to the knowledge of the genus Sminthurides
Baorner. Bulletin of the Museum of Comparative Zoology, 82, 231-274.

Gisin, H. (1967) Especes nouvelles et lignées évolutives de Pseudosinella endogés. Mémorias
e estudos do Museu Zooldgico da Universidade de Coimbra, 301, 5-25.

Godeiro, N. N., Ding, Y., Cipola, N. G., Jantarit, S., Bellini, B. C. & Zhang, F. (2023)
Phylogenomics and systematics of Entomobryoidea (Collembola): marker design,
phylogeny and classification. Cladistics, 39(2), 101-115.
https://doi.org/10.1111/cla.12521

IUCN Standards and Petitions Committee. (2022) Guidelines for Using the IUCN Red List
Categories and Criteria. Version 15.1. Prepared by the Standards and Petitions Committee.
https://nc.iucnredlist.org/redlist/content/attachment_files/RedListGuidelines.pdf (Accessed
30 November 2022).

Jantarit, S., Satasook, C. & Deharveng, L. (2014) Cyphoderus (Cyphoderidae) as a major
component of collembolan cave fauna in Thailand, with description of two new species.
Zookeys, 368, 1-21.
https://doi.org/10.3897/z0okeys.368.6393

Katz, A. D., Giordano, R. & Soto-Adames, F. N. (2015) Operational criteria for cryptic
species delimitation when evidence is limited, as exemplified by North American
Entomobrya (Collembola: Entomobryidae). Zoological Journal of the Linnean Society,
173(4), 818-840.
https://doi.org/10.1111/z0j.12220

Kottek, M., Grieser, J., Beck, C., Rudolf, B. & Rubel, F. (2006) World map of the Kdppen-
Geiger climate classification updated. Meteorologische Zeitschrift, 15, 259-263.
https://doi.org/10.1127/0941-2948/2006/0130

Latreille, P.A. (1802) Histoire naturelle, générale et particuliére des Crustacés et des Insectes
Il. F. Dufart Paris, 15, 69-83.

Linnaniemi, W.M. (1912) Die Apterygotenfauna Finlands, Il. Spezieller Teil. Acta Societatis
Scientiarum Fennicae, 40, 1-3509.

103



Lubbock, J. (1862) Notes on the Thysanura. Part, I. Transactions of the Linnean Society of
London, 23, 429-448.

Medeiros, G.D.S., Silva, C.D.D., Franca, J.S., Godeiro, N.N. & Bellini, B.C. (2023) Two new
species of Sminthurididae (Hexapoda, Collembola, Symphypleona) from Brazil with notes
on Denisiella Folsom & Mills and Sphaeridia Linnaniemi. ZooKeys, 1173, 1-41.
https://doi.org/10.3897/zookeys.1173.106855

Medeiros, G.D.S., Greenslade, P. & Bellini, B.C. (2020) The rare Richardsitas Betsch
(Collembola, Symphypleona, Sminthuridae): A new species from Australia with comments
on the genus and on the  Sminthurinae. Insects,  11(8), 519.
https://doi.org/10.3390/insects11080519

Merlo, R.L.S.A., Castro-Souza, R.A., Bento, D.D. M. & Ferreira, R.L. (2022) A new
troglophilic species of Erebonyx (Orthoptera: Grylloidea: Phalangopsidae) from Brazilian
caves. Zootaxa, 5222(1), 83-93.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.5222.1.7

Mills, H.B. (1938) Collembola from Yucatan Caves. In: Pearse, A. S. Fauna of the Caves of
Yucatan. Carnegie Institution of Washington, Washington, DC, USA, 491, pp. 183-190.

Nicolet, H. (1842) Recherches pour servir a I'Histoire des Podurelles. Nouvelles Mémoires de
la Société Helvetica Scientiae Naturalis, 6, 1-88.

Nunes, R.C. & Bellini, B.C. (2018) Three new species of Entomobryoidea (Collembola:
Entomobryomorpha) from Brazilian Caatinga-Cerrado transition, with identification keys
to Brazilian Cyphoderus, Pseudosinella and Trogolaphysa species. Zootaxa, 4420(1), 71—
96.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4420.1.4

Oliveira, J.V.L.C., Alves, J.L.S. & Zeppelini, D. (2017) Two new Cyphoderus (Collembola:
Paronellidae) of “tridenticulati” and “bidenticulati” groups from Brazilian Amazon.
Zootaxa, 4350(1), 47-60.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4350.1.2

Oliveira, J.V.L.C., Zeppelini, D., Castafio-Meneses, G. & Palacios-Vargas, J.G. (2023)
Neotropical Cyphoderus (Collembola: Paronellidae), with comments about myrmecophily
and the description of new species. Neotropical Entomology, 52, 652-696.
https://doi.org/10.1007/s13744-022-01015-z

Palacios-Vargas, J.G. & Wilson, J. M. (1990) Troglobius coprophagus, a new genus and
species of cave Collembola from Madagascar, with notes on its ecology. International
Journal of Speleology, 19, 67-73

Palacios-Vargas, J. G. & Zeppelini, D. (1996) Seven new Arrhopalites (Hexapoda:
Collembola) from Brazilian and Mexican caves. Folia Entomoldgica Mexicana, 93, 7-23.

Parona, C. (1888) Res ligusticae VI. Collembole e Tisanuri finora riscontrate in Liguria.
Annali del Museo Civico di Storia Naturale di Genova, 2(6),133-154.

Rondani, C. (1861) Entomobrya pro Degeeria Nic. In: Stocche, A. (Ed.), Dipterologiae
Italicae Prodromus, 4, pp. 40.

Souza, P.G.C., Medeiros, G.D.S., Ferreira, R.L., Souza-Silva, M. & Bellini, B.C. (2022) A
highly troglomorphic new genus of Sminthuridae (Collembola, Symphypleona) from the
Brazilian semiarid region. Insects, 13(7), 650.
https://doi.org/10.3390/insects13070650

Szeptycki, A. (1979) Chaetotaxy of the Entomobryidae and its phylogenetical significance.
Morpho-systematic studies of Collembola, 1V. Polska Akademia Nauk, Zaktad Zoologii
Systematycznej i Doswiadczalnej, Krakow, Poland, 219 pp.

Schéffer C (1897) Apterygoten. Hamburger Magalhaensische Sammelreise Apterygoten 8: 1—
48.

104



Thibaud, J.-M. & Naijt, J. (1987) Collemboles (Insecta) de I’Equateur II. Entomobryidae p.p.,
Cyphoderidae et Oncopoduridae. Bulletin du Muséum d'histoire Naturelle, Paris. 4(9),
933-946.
https://doi.org/10.5962/p.287550

Tomosvary, O. (1882) Adatok hazank Thysanura-Faunajahoz. Magyar Tudomanyos
Akadémia Mathematikai és Természettudomanyi Kozlemények, 18, 119-131.

Vargas-Mena, J.C., Cordero-Schmidt, E.,; Bento, D.M., Rodriguez-Herrera, B, Medellin,
R.A. & Venticinque, E.M. (2018) Diversity of cave bats in the Brazilian tropical dry forest
of Rio Grande do Norte state. Mastozoologaa Neotropical, 25(1), 199-212.

Vargovitsh, R.S. (2009) New cave Arrhopalitidae (Collembola: Symphypleona) from the
Crimea (Ukraine). Zootaxa, 2047, 1-47.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.2047.1.1

Vargovitsh, R.S. (2012) New troglomorphic Arrhopalitidae (Collembola: Symphypleona)
from the Western Caucasus. Zootaxa, 3174, 1-21.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.3174.1.1

Vargovitsh, R.S. (2013) Cavernicolous Arrhopalites abchasicus sp. nov. (Collembola:
Symphypleona: Arrhopalitidae) from the West Caucasus with a key to the world species of
the genus. Zootaxa, 3666, 16—30.
https://doi.org/10.11646/zo0taxa.3666.1.2

Winkler, D., Mateos, E., Traser, G., Lakatos, F. & Téth, V. (2020) New insight into the
systematics of European Lepidocyrtus (Collembola: Entomobryidae) using molecular and
morphological data. Insects, 11(5), 302.
https://doi.org/10.3390/insects11050302

Womersley, H. (1934) A preliminary account of the Collembola-Arthropleona of Australia,
Part I, Superfamily Entomobryoidea. Transactions of the Royal Society of South Australia,
58, 86-138.

Yoshii, R. (1992) Interim report of the taxonomic researches toward the Collembolan family
Cyphoderidae. Contributions from the Biological Laboratory, Kyoto University, 28(1), 99—
118.

Zeppelini, D. & Palacios-Vargas, J.G. (1999) A new troglomorphic species of Arrhopalites
(Collembola: Arrhopalitidae) from Brazil. Journal of the New York Entomological Society,
78-81.

Zeppelini, D., & Brito, R. A. (2014) Two new species of Pararrhopalites (Collembola:
Symphypleona: Sminthuridae) in Brazil. Florida Entomologist, 97(4), 1733-1744.
https://doi.org/10.1653/024.097.0449

Zeppelini, D., Lima, E.C.A, Brito, R.A., Soares, G. A. (2018) A new species of
Pararrhopalites Bonet & Tellez (Collembola, Symphypleona, Sminthuridae) from iron
caves in Brazil. Neotropical Entomology, 47, 492-501. https://doi.org/10.1007/s13744-
017-0569-0

Zeppelini, D., Brito, R.A., Zampaulo, R. & Lima, E. C. (2020) A new highly dimorphic genus
of Sminthuridae (Collembola: Symphypleona) from Brazil. Zootaxa, 4729(1), 25-46.
https://doi.org/10.11646/zootaxa.4729.1.2

Zeppelini, D., Oliveira, J.V.L., de Lima, E.C.A., Brito, R.A., Ferreira, A.S., Stievano, L. C.,
Brito, N.P., Oliveira-Neto, M.A. & Lopes, B.C. (2022) Hotspot in ferruginous rock may
have serious implications in Brazilian conservation policy. Scientific Reports, 12(1),
14871.
https://doi.org/10.1038/s41598-022-18798-1

Zeppelini, D., Queiroz, G.C., Bellini, B.C., Brito, R. A., Oliveira, J.V.L.C., Lopes, B.C.H.,
Lima, E.C.A., Ferreira, A.S. & Brito, N.P. (2024a) Entomobryidae in Catalogo

105



Taxondmico da Fauna do Brasil. PNUD. Available at:
<http://fauna.jbrj.gov.br/fauna/faunadobrasil/11972>. (Accessed 19 January 2024)

Zeppelini, D., Queiroz, G.C., Bellini, B.C., Brito, R. A., Oliveira, J.V.L.C., Lopes, B.C.H.,
Lima, E.C.A., Ferreira, A.S. & Brito, N.P. (2024b) Sminthuridae in Catalogo Taxonémico
da Fauna do Brasil. PNUD. Available from:
http://fauna.jbrj.gov.br/fauna/faunadobrasil/18545 (Accessed 19 January 2024)

Zhang, F., Bellini, B.C & Soto-Adames, F.N. (2019) New insights into the systematics of
Entomobryoidea (Collembola: Entomobryomorpha): first instar chaetotaxy, homology and
classification. Zoological Systematics, 44(4):249-278.
https://doi.org/10.11865/25.201926

Zhang, F., Jantarit, S., Nilsai, A., Stevens, M.l., Ding, Y. & Satasook, C. (2018) Species
delimitation in the morphologically conserved Coecobrya (Collembola: Entomobryidae):
A case study integrating morphology and molecular traits to advance current taxonomy.
Zoologica Scripta, 47(3), 342—-356.
https://doi.org/10.1111/zs5¢.12279

106



3 CONCLUSOES FINAIS

Os capitulos que compde esta tese fornecem um estudo integrativo da fauna
subterranea de Collembola na regido oeste do Rio Grande do Norte. Individualmente, cada
capitulo contribuiu para o avanco do conhecimento sistematico e evolutivo de diferentes
grupos, por meio de abordagens integrativas, com dados morfolégicos e moleculares e
analises filogeograficas. Foram redescritas espécies com base em novos dados morfologicos e
genéticos, como Trogolaphysa zeppelini comb. nov., cuja posicdo filogenética foi testada com
base em seu mitogenoma completo, representando um marco na compreensao evolutiva do
género. A aplicacdo de multiplos métodos de delimitacdo de espécies revelou cinco linhagens
distintas na Caatinga, cuja separacdo morfoldgica ainda é limitada, mas geneticamente bem
sustentada. Esta espécie corrobora com dados anteriores sobre a existéncia de um complexo
de espécies cripticas em Trogolaphysa distribuidas em outros biomas e regides geograficas
distantes.

Além disso, foram descritas duas novas espécies de Collembola cavernicolas,
Cyphoderus caatinguensis e Pararrhopalites iataganii, ampliando o conhecimento sobre a
diversidade da entomofauna subterranea na regido estudada. Estas novas descri¢oes
contribuem para futuras politicas de conservacdo das cavernas potiguares, ressaltando a
urgéncia de preservar esses habitats frageis frente as diversas ameacas antrépicas.

Apesar do avanco significativo proporcionado por este trabalho, diversas cavernas da
regido permanecem inexploradas, especialmente aquelas que nao estdo inseridas em unidades
de conservacdo. Assim, destaca-se a necessidade de novos inventarios e esforcos de
amostragem sistematica, principalmente em ambientes ainda pouco conhecidos do semiérido
brasileiro. Portanto, esta tese representa uma contribuicdo substancial ao conhecimento da
biodiversidade subterranea do bioma Caatinga e reforca a importancia de estudos sobre a
biodiversidade de invertebrados cavernicola para regides calcarias do Rio Grande do Norte,
que funcionam como reflgios naturais para uma fauna subterranea, muitas vezes restrita as

cavernas e ainda pouco conhecida.
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