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RESUMO 

Os grilos de cavernas da família Phalangopsidae são pouco estudados e possuem 

baixa capacidade de dispersão e ampla distribuição, o que os tornam interessantes 

para investigações filogenéticas e filogeográficas. Dentro desta família está o gênero 

Endecous, que foi subdividido em três subgêneros com base em caracteres 

morfológicos e possui a maior parte de suas localidades-tipos em cavernas. 

Atualmente, toda pesquisa taxonômica envolvendo o gênero usa de caracteres 

morfológicos, bioacústicos e citogenéticos. Aqui, reconstruímos a filogenia e 

filogeografia de E. potiguar Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017 com base em 151 

sequências parciais do gene COX-1 com 571 pb para 21 localidades diferentes. 

Filogenias moleculares foram reconstruídas usando inferência Bayesiana e Máxima 

Verossimilhança, e três abordagens (ABGD, PTP e GMYC) foram utilizadas para 

delimitação de linhagens. Foi feita uma Análise Bayesiana da Estrutura da População 

utilizando o BAPS. Adicionalmente, foram selecionados alguns espécimes para 

extração do complexo fálico e análise dos caracteres morfológicos com base no artigo 

de descrição. Foram utilizadas também algumas amostras acústicas para análise. A 

análise bayesiana sugeriu dois clados, aqui tratadas como duas possíveis espécies, 

o que foi apoiado por duas das três análises de delimitação, exceto o PTP que seguiu 

a divisão feita pela Máxima Verossimilhança em três clados. A estimativa do tempo 

de divergência sugere que essa especiação ocorreu há 7.40 Ma (95% de HPD 13.80-

3.75 Ma). A divergência inicial entre as espécies possivelmente está correlacionada 

com um mecanismo de vicariância após o surgimento da calha que daria origem ao 

rio Apodi-Mossoró, no período entre o Mioceno e o Quaternário. Com a diminuição da 

umidade, essas espécies teriam se dispersado para cavernas com tempos de 

divergência recentes entre os grupos. Observamos uma estase morfológica, talvez 

fruto de uma seleção estabilizadora devido ao conservadorismo de nicho. 

Palavras-chave: Biologia subterrânea; Vicariância; Evolução molecular; Espécies 

crípticas; estase morfológica. 

 

 

 



 
 

 
 

ABSTRACT 

Cave crickets of the Phalangopsidae family are poorly studied, have low dispersal 

capacity, and wide distribution, making them an interesting system for phylogenetic 

and phylogeographic investigations. Within this family is the genus Endecous, which 

has been subdivided into three subgenera based on morphological characters and 

has most of its type localities in caves. Currently, all taxonomic research involving the 

genus uses morphological, bioacoustic and cytogeneticdata. Here, we reconstruct the 

phylogeny and phylogeography of E. potiguar Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017 

based on 151 partial sequences of the COX-1 gene with 571 bp for 21 different 

localities. Molecular phylogenies were reconstructed using Bayesian inference and 

Maximum Likelihood. Three approaches (ABGD, PTP and GMYC) were used for 

lineage delimitation. A Bayesian Analysis of Population Structure was performed using 

BAPS. Additionally, some specimens were selected for extraction of the phallic 

complex and analysis of morphological characters based on the original species 

description (Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017). Some acoustic samples were also 

used for analysis. The Bayesian analysis suggested two clades, here treated as two 

possible species. These clades were supported by two of the three delimitation 

analyses, except for the PTP that followed the division made by Maximum Likelihood 

into three clades. The divergence time estimate suggests that this speciation occurred 

7.40 Ma (95% HPD 13.80-3.75 Ma) ago. The initial divergence between the species 

is possibly correlated with a mechanism of vicariance after the emergence of the 

channel that would give rise to the Apodi-Mossoró River, in the period between the 

Miocene and the Quaternary. With the decrease in humidity, these species may have 

dispersed to caves with recent divergence times between the groups. We observed a 

morphological stasis, perhaps the result of a stabilizing selection due to niche 

conservatism. 

 

Keywords: Subterranean Biology; Vicariance; Molecular evolution; Cryptic species; 

morphological stasis. 
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1. INTRODUÇÃO  

 1.1 Evolução em ambientes subterrâneos   

Os ecossistemas subterrâneos, com seu singular isolamento temporal e 

espacial, e comunidades biológicas relativamente simples, deslumbra 

evolucionistas por ser considerado um laboratório ecológico e evolutivo (Çetin, 

Turantepe & Gürbüz, 2021). Esse fascínio pela origem e evolução dos 

organismos cavernícolas perdura há mais de 250 anos, desde a descoberta da 

primeira espécie troglobia, Proteus anguinus, descrita por Laurenti, 1768. Isso 

porque os organismos cavernícolas apresentam uma série de especializações 

morfológicas, e.g. redução dos olhos e pigmentação do corpo e redução de 

asas, bem como fisiológicas e comportamentais (Culver & Pipan, 2009; 

Christiansen, 2012), que são frutos de processos biológicos lentos e contínuos 

em resposta ao isolamento nos ambientes subterrâneos (Jeffery, 2009). Essas 

adaptações frequentemente levam à redução da capacidade dispersiva, 

favorecendo o isolamento de linhagens e a especiação (Zhu et. al, 2022).  

A especiação em faunas cavernícolas normalmente lembra padrões de 

faunas de outros habitats como o de ilhas. Todavia, as pesquisas com 

cavernas ainda não acompanham o crescente corpo das pesquisas em 

biogeografia de ilhas. Muitas vezes o grau de isolamento de várias cavernas e 

sistemas de cavernas uns dos outros não é claro, da mesma forma que a 

separação (ou não) de cavernas por barreiras ao fluxo gênico isso é de difícil 

compreensão (Barr & Holsinger et al.,1985). Tal dificuldade foi demonstrada 

por Apostolopoulos (2022), em seu trabalho que analisou o rio Cumberland 

(afluente do rio Ohio) como barreira biogeográfica ao fluxo gênico em espécies 

crípticas de besouros de caverna do gênero Darlingotonea.  
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Todavia, as principais causas de isolamento em ambientes subterrâneos 

são relacionadas a eventos paleoclimáticos, tais como glaciações ocorridas no 

hemisfério Norte no Plioceno e Pleistoceno, (White & Pipan, 2019; Zhu et al., 

2022), bem como o estabelecimento de climas áridos em regiões tropicais 

como a Austrália (Humpreys, 2019).  

No Brasil, o mosaico geobotânico resulta das expansões e retrações das 

florestas, cerrados e caatingas, provocadas pela alternância de climas úmidos 

e secos durante os períodos glaciais do Quaternário (Conti & Furlan, 2003). Há 

indícios de que a distribuição de florestas tropicais no Nordeste foi afetada por 

tais episódios, e sua expansão durante períodos úmidos abriu corredores entre 

a Amazônia e a Mata Atlântica que avançaram sobre a Caatinga (Wang et. al, 

2004). Estudos de paleoclima indicam tais alternâncias climáticas no Nordeste 

desde meados do Pleistoceno até o presente (Wang et. al, 2004; Cruz et. al, 

2009), sugerindo que o clima semiárido atual vem desde a transição do meio 

para o final do Holoceno, marcada por uma diminuição abrupta nas 

precipitações (Cruz et. al, 2009).  

Assim, a distribuição das linhagens subterrâneas, principalmente em 

cavernas na Caatinga, pode estar relacionada a tais eventos climáticos, com 

dispersão em períodos mais úmidos e posterior isolamento de populações 

ancestrais no ambiente subterrâneo com o estabelecimento de climas mais 

secos. De fato, um padrão de estruturação populacional extremo, com possível 

complexo de espécies, foi identificado para a cigarrinha troglóbia 

Kinnapotiguara troglobia (Hoch & Ferreira 2013; Bento, 2021). 
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1.2 Conceito de Espécie  

Embora a espécie seja umas das mais importantes unidades da biologia, 

defini-la e reconhecê-la é uma questão controversa (Mayr, 2005). De Queiroz 

(2007) propôs um conceito unificado de espécie tratando-as como linhagens 

de metapopulações que evoluem separadamente de outras linhagens. Neste 

trabalho, o autor fez uma distinção entre conceito e critério de espécies, 

indicando que o critério unificado que ele propunha continha a mesma ideia 

geral de outros conceitos. Para ele, a controvérsia sobre espécies reside não 

no conceito em si, mas no critério operacional para identificá-las. Assim, ele 

sugeriu que muitos dos antigos conceitos de espécie (eg. morfológico, 

ecológico, acústico etc.) na verdade estão centrados em critérios e não em 

conceitos de espécie. 

Ainda hoje, uma parte significativa dos taxonomistas se ancora em 

caracteres morfológicos para definir e validar espécies. Entretanto, nos últimos 

20 anos, análises moleculares têm sido a grande fonte de evidência para novas 

espécies, algumas morfologicamente distintas e outras crípticas. Assim, 

basear-se somente em variações de caracteres morfológicos para delimitar 

espécies pode subestimar a real riqueza e limitar mecanismos e processos por 

trás da especiação. Nesse contexto, Yeates et al. (2010) sugere o uso da 

taxonomia integrativa como método de integrar todas as fontes de dados 

disponíveis (e.g: morfologia, moleculares, acústicas, ecológicas) para delimitar 

os limites de uma espécie. Com o avanço das pesquisas em evidências 

genéticas, o número de espécies crípticas descritas com base em análises 

moleculares cresceu abruptamente (Марин 2020; Tahami et. al 2021; Zhu et. 

al 2022;)  
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1.3 O gênero Endecous Saussure, 1878 

O gênero Endecous foi proposto pelo naturalista Henri Louis Frédéric de 

Saussure em 1878, a partir da descrição da primeira espécie, Endecous 

(Endecous) arachnopsis. Gorochov (2014) dividiu o grupo em três subgêneros 

de acordo com a variação apresentada na genitália do macho (esclerito fálico) 

e a tégmina direita: Endecous (Notendecous), Endecous (Pedroecous) e 

Endecous (Endecous). Endecous (Notendecous) possui esclerito fálico mais 

alongado (formato retangular), E. Pedroecous tem um esclerito mais curto 

(formato de um quadrado achatado) e E. Endecous tem um esclerito padrão 

(formato quadrado), quando comparados em vista lateral (Figura 01) (Souza-

Dias et al. 2014; Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2017; Castro-Souza, Zefa & 

Ferreira 2020;). Atualmente, existem 21 espécies descritas para o gênero e, 

destas, 15 estão ocorrem no Brasil (Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2020; 

Castro-Souza, Junta & Ferreira 2020). Estas são diferenciadas principalmente 

pela morfologia do complexo fálico, além do cariótipo e características 

bioacústicas (Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2020; Castro-Souza, Junta & 

Ferreira 2020). 

 

Figura 01. Esclerito fálico de Endecous em vista lateral. A, Endecous (Pedroecous) apterus, 

imagem extraída de Souza-Dias et al. (2014). B, Endecous (Endecous) painenesis Castro-

Souza, Zefa & Ferreira (2020), imagem extraída de Castro-Souza et al. (2020). C, Endecous. 

(Notendecous) potiguar, trabalho atual.  
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Das 15 espécies encontradas no Brasil, 11 possuem localidade-tipo em 

ambientes subterrâneos (Fig. 02) (E. cavernicolus, E. peruassuensis, E. 

betariensis, E. alejomesai, E. ubajarensis, E. potiguar, E. apterus, E. bahiensis, 

E. painenesis, E. didymus e E. troglobius). Destas, somente três são 

consideradas troglóbias. São estas E. (P.) apterus (Souza-Dias et al., 2014), 

E. (E.) peruassuensis (Bolfaniri & Bichuette, 2015) e E. (E.) troglobius (Castro-

Souza, Zefa & Ferreira, 2020) (Figura 02). 
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Figura 02. Distribuição das 14 espécies do gênero Endecous ao longo do Brasil, de acordo com a 

localidade-tipo. Endecous (Endecous) arachnopsis Saussure, 1878 não possui sua localidade-tipo bem 

definida e por essa razão não foi representada no mapa. Losangos representam as espécies troglóbias. 

  

 Em 2017, Castro-Souza, Zefa & Ferreira descreveram a primeira espécie de 

Endecous no Rio Grande do Norte (com localidade-tipo na caverna da Carrapateira, 

no município de Felipe Guerra), Endecous (Notendecous) potiguar. Neste trabalho, 

os autores defendem que E. potiguar possui distribuição ampla em 15 cavernas nos 

municípios de Apodi, Baraúna, Felipe Guerra e Governador Dix-Sept Rosado. As 

análises morfológicas propostas pelos autores mostraram que os indivíduos possuem 

antenas mais alongadas, palpômeros esbranquiçados, asas não funcionais em 

adultos e olhos pretos com pequenas manchas despigmentadas. Além disso, 

sugeriram que tais características podem ser sinais de especiação e de adaptação ao 

ambiente hipógeo, e levantaram dúvidas sobre o status de possível espécie troglóbia.  

As características morfológicas indicadoras de adaptação ao ambiente 

subterrâneo, associadas à distribuição relativamente ampla para uma espécie 

cavernícola, podem indicar que há várias linhagens de E. potiguar ao longo de sua 

distribuição. Apesar da ampla distribuição, existem cavernas que ainda não são 

devidamente protegidas, e nada garante que a redução dos habitats preferenciais de 

Endecous não venha a causar um grande desequilíbrio ecológico e tornar outras 

espécies vulneráveis, e mesmo levá-las à extinção (Castro-Souza, Zefa & Ferreira 

2017). 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL: Avaliar se existem linhagens crípticas de Endecous 

potiguar, por meio de análises filogeográficas, bioacústicas e morfológicas. 
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

- Investigar a existência de estruturação genética intraespecífica;  

- Avaliar a existência de diversidade críptica;   

- Testar a existência de espécies crípticas com base em taxonomia integrativa, 

com dados moleculares, morfológicos e bioacústicos;  

- Avaliar o tempo de divergência e a correspondência espacial da estrutura 

genética, relacionando com elementos da paisagem, como cavernas e bacias 

hidrográficas. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 ÁREA DE ESTUDO 

Os espécimes utilizados neste estudo foram coletados em 22 cavernas 

calcárias que abrangem paraticamente toda a distribuição geográfica conhecida da 

espécie (Castro-Souza, Zefa & Ferreira 2017; Bento et. al, 2021) (Tabela 01). Tais 

cavernas estão inseridas na formação Jandaíra e estão localizadas nos municípios 

de Baraúna, Mossoró, Governador Dix-Sept Rosado, Felipe Guerra e Apodi, no Rio 

Grande do Norte, e em Quixeré, no Ceará (Tabela 01, Figura 01). Seis cavernas estão 

inseridas no Parque Nacional da Furna Feia (PNFF), unidade de conservação recém-

criada para proteger uma importante concentração de cavernas entre os municípios 

de Baraúna e Mossoró (Figura 02) (Brasil, 2012). 

 

Tabela 01. Dados das cavernas coletadas e informações do material que foi coletado para analise nesta 

dissertação. As abreviações significam: MOL – dados moleculares. MOR – dados morfológicos e ACUS 

– dados acústicos. *O material analisado corresponde ao localidade-tipo de Endecous potiguar. **Nova 

ocorrência registrada no presente estudo. 
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Id Localidade Sigla Município/Estado 
Latitude (S) 

Longitude 

(W) 
MOL MOR ACUS 

1 
Gruta do Olho d´Água 

do Cedro 
ODC** Quixeré/CE 

05° 12' 39,69'' 
37° 43' 35,87'’ X  X   X 

2 Furna Nova FNV Baraúna/RN 05° 02' 03,21'' 37° 34' 16,04'’ X X X 

3 Furna Feia FNF Baraúna/RN 05° 02' 12,76'' 37° 33' 36,64''  X   X 

4 Pedra Lisa PDL** Baraúna/RN 05° 02' 43,84'' 37° 31' 18,85''  X   X 

5 Roncador RON Apodi/RN 05° 35' 51.87''  37° 49' 40.59'' X     

6 Três Lagos TLG Felipe Guerra/RN 05° 35' 34,40'' 37° 41' 12,70'' X     

7 Urubu URU Apodi/RN 05° 35' 18.09''  37° 49' 46.61'' X     

8 Crotes CRO Felipe Guerra/RN 05°33' 38.77''  37° 39' 31.54''  X   X 

9 Carrapateira* CAR Felipe Guerra/RN 05° 33' 38.22''  37° 39' 50.32''  X X   

10 Trinta CTA Mossoró/RN 05° 12' 44.36''  37° 15' 50.95'' X X X 

11 
Capoeira de João 

Carlos 
CJC 

Gov. Dix-Sept 

Rosado/RN 
05° 30' 56.69''  37° 31' 41.75'' X  X X 

12 Abissal ABI Felipe Guerra/RN 05° 33' 51.06''  37º 39' 57.29''    

13 Arapuá ARA Felipe Guerra/RN 05° 31' 48.25''  37º 36' 58.47'' X   

14 Catedral CAT Felipe Guerra/RN 05° 33' 50.49''  37º 39' 57.37''    

15 Pau PAU Felipe Guerra/RN 05° 33' 45.43''  37º 37' 15.92''    

16 Rainha RAI Felipe Guerra/RN 05° 34' 41.64''  37º 38' 35.64'    

17 Trapiá TRA Felipe Guerra/RN 05° 33' 45.43''  37º 37' 15.92''    

18 Boniteza BON 
Governador Dix-

Sept Rosado/RN 
05°30' 51.02'' 37º 33' 21.54''    

19 
Marimbondo/Clara 

Água 
MAR 

Governador Dix-

Sept Rosado/RN 
05° 29' 44.11''  37º 32' 42.24''    

20 Buraco da Nega  BNC Apodi/RN  05° 31' 57.16'' 37º 50' 40.73''    

21 Beira-rio  BRC Felipe Guerra/RN 05°33’07.39” 37°37’42.91”    

22 Buraco Redondo  BRD Felipe Guerra/RN 05°34’42.98” 37°39’04.99”    
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23 Cote  COC Felipe Guerra/RN 05°31’34.76” 37°34’27.27”    

24 Lapa I/ Engano LAP Felipe Guerra/RN 05°33’41.89” 37°41’42.25”    

25 Rumana RUM Felipe Guerra/RN 05°33’54.25” 37°39’07.13”    

26 Seta SET Felipe Guerra/RN 05°32’40.23” 37°39’07.13”    

27 
Boca de Peixe 

BPX 
Gov. Dix-Sept 

Rosado/RN 
05°29’04.45” 37°33’29.62” X   

28 
Lajedo Grande 

LJG 
Gov. Dix-Sept 

Rosado/RN 
05°27’44.20” 37°33’09.06”    

29 Britador BRI Baraúna/RN 05°01’25.85” 37°29’49.51”    

30 Cipós CIP Baraúna/RN 05°01’58.99” 37°29’57.51”    

31 Escada ESC Baraúna/RN 05°10’07.83” 37°43’40.98”    

32 Lago LAG Baraúna/RN 05°02’11.40” 37°34’15.24”    

33 Macacos/Esquecida MAC Baraúna/RN 05°02’19.80” 37°33’41.30”    

34 Pinga PIN Baraúna/RN 05°03’08.06” 37°32’22.97” X   

35 Bota BOT Felipe Guerra/RN 05°31’30.85” 37°37’05.29”    

36 Complexo Suíço COM Felipe Guerra/RN 05°33’42.50” 37°39’38.70”    

37 Chocalho CHO Felipe Guerra/RN 05°33’36.77” 37°39’39.36”    

38 Descoberta DES Felipe Guerra/RN 05°33’47.68” 37°39’55.50”    

39 Geilson GEI Felipe Guerra/RN 05°35’53.23” 37°41’17.56”    

40 Sabonete SAB Felipe Guerra/RN 05°31’36.05” 37°37’26.31”    

41 Troglobios TRO Felipe Guerra/RN 05°33’24.27” 37°39’40.57”    

42 Vale VAL Felipe Guerra/RN 05°31’50.97” 37°36’58.02”    

43  
Poço Feio 

PFE 
Gov. Dix-Sept 

Rosado/RN 
05º 29' 15.51''  37º 33' 33.40'' X   

44 Que já foram  QJF Felipe Guerra/RN 05° 32' 47.68” 37° 39' 59.78” X   

45 
 

Boa 
BOA Felipe Guerra/RN 

05o 33' 59,50'' 

 
37o 41' 52,43'' X   

46 
Teto Baixo 

CTB 
Gov. Dix-Sept 

Rosado/RN 

05 29' 

40,52395'' 

37 32' 

41,22753' 
X   
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Figura 03: Localização das cavernas com registros de ocorrência de Endecous potiguar. Em 

verde as cavernas com indivíduos sequenciados no atual trabalho e em vermelho as que não foram 

sequenciadas, mas possuem ocorrência. 

A região está inserida no Bioma Caatinga, cuja vegetação é formada por um 

mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente secas e enclaves úmidos 

que cobrem a maior parte da região Nordeste, ocupando uma área aproximada de 

734.478 km2 (Silva et al., 2018). De acordo com a Portaria N° 463/2018 do Ministério 

do Meio Ambiente (MMA, 2018), parte da área dos municípios de Felipe Guerra e 

Gov. Dix-Sept Rosado é considerada de importância biológica muito alta e prioritária 

para a conservação do bioma Caatinga. Além disso, são consideradas também Áreas 

47 
Zé de Juvino 

ZJU 
Gov. Dix-Sept 

Rosado/RN 

05° 11' 57.79''

  
37° 46' 39.77'' X   

48 
Dois bodes 

BOD Baraúna/RN 
05°11' 57.79''

  
37° 46' 39.77'' X   
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Prioritárias para Conservação do Patrimônio Espeleológico Brasileiro (ICMBio/Cecav, 

2018). 

A classificação do clima, conforme Köppen (1884), indica predominância do 

tipo BSh (61.2%), caracterizado por clima semiárido com pluviosidade anual inferior 

a 650 mm (Álvares et al., 2013). As precipitações são irregulares e significativas, 

ocorrendo no período de fevereiro a julho e concentrando-se de março a junho. A 

umidade relativa é bastante variável, geralmente entre 59 e 76%, e a temperatura 

média anual em torno de 28o C. (Silva et al. 2018) 

As cavernas de Felipe Guerra/RN, Mossoró/RN, Gov. Dix-Sept Rosado/RN e 

algumas em Baraúna/RN (ODC e BOD) estão na Bacia Hidrográfica do Rio Apodi-

Mossoró. Já as cavernas localizadas no PNFF estão inseridas na Faixa Litorânea 

Norte de Escoamento Difuso (microbacias costeiras). (Cruz et al., 2010; Maia et al, 

2012). (Tabela 01, Figura 03). 

 

3.2 COLETA DOS ESPÉCIMES DE Endecous potiguar 

Os indivíduos foram coletados manualmente por meio de busca ativa, fixados 

em etanol absoluto (99,5% P.A) e armazenados sob refrigeração (-20°C). 

 

3.3 EXTRAÇÃO, AMPLIFICAÇÃO E SEQUENCIAMENTO DO DNA 

As etapas de extração, amplificação, PCR e sequenciamento foram realizadas 

no Instituto Tecnológico Vale-Desenvolvimento Sustentável (ITV-DS). A primeira 

etapa (extração) baseou-se na extração do DNA total de E. potiguar utilizando o kit 

DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), conforme orientações do fabricante. Na segunda 

etapa (amplificação), foram obtidas sequências parciais do marcador mitocondrial 

citocromo C oxidase subunidade I (cox1), posteriormente amplificadas por reação em 
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cadeia da polimerase (PCR) com os primers LCO-1490 (forward) e HCO-2198 

(reverse) (Folmer et al. 1994). Para as reações de PCR, foram utilizados volumes de 

25μl contendo 5 μl de tampão 5x GoTaq Reaction (Promega), 2,4 μl de MgCl2 (25mM), 

2 μl de dNTP (2mM), 2 μl de DMSO, 0,5 μl de cada primer (10mM), 0,2 μl da enzima 

GoTaq® DNA Polymerase (Promega) e 4 μl de DNA genômico total. As etapas de 

termociclagem consistiram em 1 ciclo de 4 minutos a 94°C; 35 ciclos de 45 segundos 

a 94°C, 1 minuto a 48°C, 1 minuto a 72°C; e 1 ciclo de 7 minutos a 72°C. Em seguida, 

todos os produtos de PCR foram previamente visualizados em gel de agarose 1,2%, 

purificados e posteriormente utilizados em uma reação de PCR para sequenciamento 

utilizando o Kit “Big DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied 

Biosystems).  

A última etapa (sequenciamento) consistiu de reações, em ambos os sentidos, 

com volumes de reação de 10 μl contendo 0,5 μl de BigDye 2,5, 2 μl de tampão de 

sequenciamento 5x (Applied Biosystems), 2 μl dos produtos de PCR e 0,5 μl de 

primer. As etapas de termociclagem foram: um ciclo de 1 minuto a 96°C, 40 ciclos de 

15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. Após a amplificação, 

os produtos de PCR foram novamente purificados por EDTA/Acetato de sódio/etanol 

e analisados em um sequenciador de DNA automático, modelo ABI 3730-Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems). 

 

3.4 ANÁLISE DE DADOS MOLECULARES 

Após o sequenciamento, as sequências consenso foram montadas com uso 

do Geneious Prime (versão?) e alinhadas usando ClustalW (Thompson et al. 1994), 

implementado no programa Mega 7.0 (Kumar et al. 2016), seguidas por inspeção 

visual para ajustes finais. Distâncias genéticas foram estimadas usando o MEGA 7.0. 
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A partir de análise de distribuição de haplótipos, realizada com o programa DNAsp 

v.5 (Librado & Rozas 2009), foram construídas redes de haplótipos no PopArt  

(versão?) (Leigh & Bryant 2015). 

Nas análises filogenéticas foram selecionados apenas haplótipos únicos, 

exceto quando compartilhado entre diferentes localidades (com o objetivo de manter 

a informação da distribuição geográfica). O modelo de substituição de nucleotídeos 

foi estimado pelo bModelTest no software Beast 2 (Bouckaert et al, 2019). Utilizando 

o modelo evolutivo selecionado, foram realizadas Inferências Bayesianas (IB) no 

Beast 2 (Bouckaert et al, 2019). Concomitantemente, foram realizadas reconstruções 

filogenéticas de Máxima Verossimilhança (MV) (usando GTR GAMMA I de acordo 

com a análise prévia no bmodelTest) usando o RAxML 8 (Stamatakis, 2014) 

implementado no Genious Prime. Sequências de Endecous (Endecous) ubajarensis 

Zefa, 2014 foram usadas como grupo externo. 

IB e as análises de tempo de divergência foram realizadas usando a opção 

“Relaxed Clock Log Normal”, após o Teste de Razão de Verossimilhança, realizado 

no DAMBE7 (Xia, 2018), descartar a hipótese de relógio molecular estrito para todos 

os táxons. A taxa de mutação utilizada foi de 1,6%substituções?/ma. Essa taxa foi 

obtida em espécies de grilos de cavernas do gênero Dolichopoda (Orthoptera, 

Rhaphidophoridae) (Allegrucci et al., 2011). 

O prior escolhido foi o Coalescent Constant Population e foram feitas quatro 

corridas independentes com MCMC de 100x106 gerações e amostragem a cada 5000 

gerações. A convergência das corridas foi verificada no Tracer v1.7 

(http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer) com valores de ESS superiores a 200. Em seguida, 

foi executado o LogCombiner para juntar os quatro arquivos de log e quatro arquivos 

de árvores (.trees). A topologia de consenso e valores de probabilidades posteriores 

http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer
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foram obtidas no programa TreeAnnotator (aplicando burn-in de 15%), em seguida a 

edição gráfica foi realizada no FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/). 

Para identificar unidades taxonômicas operacionais (UTOs, sendo 

interpretadas aqui como possíveis espécies), foram utilizadas três análises de 

delimitação de linhagens. A primeira utilizada foi o ABGD (Automatic Barcode Gap 

Discovery, Puillandre et al, 2012) com o intuito de fazer uma análise exploratória por 

método de distância através do cálculo das diferenças entre distâncias (maior 

distância intraespecífica e a menor distância interespecífica). As Análises foram 

realizadas no servidor ABGD web 

(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html), usando a opção K80, priors 

intraespecíficos variando de 0.001 a 0.25 em 10 steps, além de relative gap width (X) 

de 1.5. 

Já os demais métodos baseiam-se em cálculos a partir da análise das árvores 

de IB e MV. Foram feitos o GMYC e PTP. As análises bayesianas de delimitação de 

linhagens são baseadas em árvores filogenéticas que incorporam modelos 

populacionais, como o da teoria da coalescência, buscando estabelecer o ponto de 

transição entre os processos populacionais e especiação. O GMYC, que utiliza 

análises de delimitação bayesianas, modela especiações ou eventos de ramificação 

com base no tempo de divergência. Já as análises de MV para delimitação de 

linhagens se baseiam na utilização de uma árvore de verossimilhança para calcular o 

ponto de transição entre processos populacionais e de especiação. O PTP utilizou 

essa lógica para fazer tal cálculo com base na acumulação de substituições entre 

sequências. Sendo assim, com base nas árvores geradas na análise de inferência 

Bayesiana, conforme mencionado anteriormente, os métodos GMYC 

http://tree.bio.ed.ac.uk/
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(https://species.h-its.org/gmyc/) e PTP (https://species.h-its.org/ptp/) foram 

executados no servidor “Species delimitation server” (https://species.h-its.org/).  

Em análises só com genes mitocondriais, Bassitta et. al 2020 sugere a 

utilização de análises de estruturação populacional utilizando o algoritmo 

implementado no BAPS 5.2 (Bayesian Analysis of Population Structure) para 

substituir o algoritmo desenvolvido para analisar dados multilocus Bayesian 

Phylogenetics and Phylogeography (BPP). O BAPS seguiu comandos da opção 

Population mixture analysis – Clustering with linked loci (Corander e Tang, 2007; 

Corander et al., 2008) e foram rodadas 10 corridas independentes para cada cenário 

de K=2:n (onde n é o número de localidades). 

As análises demográficas e diversidade genética foram feitas utilizando o 

software Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) para calcular o índice de fixação 

(ΦST), como uma estimativa de fluxo gênico, entre todas as localidades de cada um 

dos táxons. Também com o uso do Arlequim 3.5 foram realizados testes de 

neutralidade, usando D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997), e calculados 

os índices de diversidade nucleotídica (π) e haplotípica (h). 

A reconstrução filogenética e centro de origem foi estimada através do modelo 

Homogeneous Brownian Diffusion, implementado pelo programa BEAST (Lemey et 

al., 2010). Foram usadas as sequências nucleotídicas e as coordenadas geográficas 

das amostras (inseridas no programa como traits). A análise utiliza inferência 

bayesiana para fazer a reconstrução dos caracteres contínuos ancestrais à medida 

em que estima também a localização geográfica dos nós internos em cada 

genealogia. Cada árvore gerada foi aberta no programa SPREAD 1.0.4 (Bielejec et 

al., 2011), que cria um arquivo em formato keyhole markup language (.kml) contendo 

a história filogeográfica do gene. O arquivo .kml pode ser aberto no Google Earth e 

https://species.h-its.org/
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visualizado na forma de animação, que exibe o surgimento gradual de polígonos 

(baseados em 80% de alta densidade posterior), representando a área onde 

possivelmente se originou cada nó da árvore filogenética. A ordem em que surgem 

os polígonos sugere as possíveis rotas de colonização daquela linhagem, bem como 

o seu tempo.  

3.5 DADOS MORFOLÓGICOS 

Para análise dos dados morfológicos, foram selecionados sete indivíduos 

machos adultos de localidades distintas de acordo com os resultados preliminares 

das análises moleculares. Em seguida, os indivíduos tiveram seu esclerito fálico 

(genitália do macho) dissecado, seguindo o protocolo utilizado por Castro-Souza et 

al. (2017). Três destes indivíduos são do lado esquerdo do rio Apodi-Mossoró, 

correspondentes as cavernas CJC, CTA e URU (Tabela 01) e quatro (RON, FNV, 

CAR) do lado direito, um deles corresponde ao parátipo (ISLA 21035, Castro-Souza, 

Zefa & Ferreira 2017). 

A morfologia da genitália foi analisada em estereomicroscópio Stemi 2000 

(ZEISS). As medidas e as fotografias foram obtidas em estereomicroscópio Axion 

Zoom V16 (ZEISS). Os caracteres morfológicos analisados neste trabalho seguiram 

o artigo de descrição proposto por Castro-Souza et al. (2017).  

Deste modo, foram feitas comparações morfológicas descritivas entre as 

genitálias, utilizando a terminologia proposta por Desutter (1987, 1988), e modificada 

de Desutter-Grandcolas (2003). O esclerito fálico foi analisado em estereomicroscópio 

Stemi 2000 (ZEISS), e para obtenção de fotografias foi utilizado o estereomicroscópio 

Axion Zoom V16 (ZEISS).  

Abreviações: Ps.Arm = braço do esclerito pseudepifálico. Ps.db = ramo dorsal 

do esclerito pseudepifálico. Ps.im = projeção interior do esclerito pseudepifálico. 
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Ps.ib = barras interiores do esclerito pseudoepifálico. Ps.ms = escudo membranoso 

do esclerito pseudoepifálico. Ps.vb = ramo ventral do esclerito pseudepifálico. Ps.P1 

= 

parâmero 1 pseudepifálico. Ps.P2 = parâmero 2 pseudepifálico. Ps.Pi = projeção 

interior do parâmero pseudoepifálico. r. = ramo. Ect.Arc = arco ectofálico. Ect.mp = 

projeção mediana do esclerito ectofálico. Ect.lb = barras laterais do esclerito 

ectofálico. Ect.Ap = apódema do ectofálo (Figura 02). 

Figura 04. Endecous (Notendecous) potiguar, esclerito fálico do parátipo (ISLA 21058) 

utilizado por Castro-Souza, Zefa & Ferreira (2017). 1- Vista dorsal. 2- Vista ventral. 3-Vista frontal. 4- 

Vista diagonal. Convenções Seguindo Castro-Souza, Zefa & Ferreira (2017): Ps.Arm = braço do 

esclerito pseudepifálico; Ps.db = ramo dorsal do esclerito pseudepifálico; Ps.im = projeção interior do 
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esclerito pseudepifálico; Ps.ib = barras interiores do esclerito pseudoepifálico; Ps.ms = escudo 

membranoso do esclerito pseudoepifálico; Ps.vb = ramo ventral do esclerito pseudepifálico; Ps.P1 = 

parâmero 1 pseudepifálico; Ps.P2 = parâmero 2 pseudepifálico; Ps.Pi = projeção interior do parâmero 

pseudoepifálico; r. = ramo; Ect.Arc = arco ectofálico; Ect.mp = projeção mediana do esclerito 

ectofálico; Ect.lb = barras laterais do esclerito ectofálico; Ect.Ap = apódema do ectofálo, 

3.6 – DADOS BIOACÚSTICOS  

Os indivíduos analisados foram coletados nas cavernas, e posteriormente 

levados a local que permitiu a gravação em ambiente controlado, sendo colocados 

em uma caixa com almofadas acústicas para melhor abafar o som. Na caixa eram 

colocados machos e fêmeas adultas, sendo realizadas gravações com o auxílio de 

um microfone de lapela que foi colocado a cerca de 10 a 20 cm dos espécimes (Figura 

05). Após 12 horas, foi medida a temperatura ambiente com um termômetro 

INCOTERM. Quatro parâmetros relacionados ao som foram avaliados para cada 

indivíduo com base nas gravações: frequência máxima do pico (peakfreq) (Figura 6A), 

duração da frase (frasedur) (Figura 06B) pulso por nota (pulsespernote) (Figura 6C), 

intervalo de cada pulso (interpulsedur) (Figura 06D). As análises bioacústicas foram 

feitas com os auxílios dos softwares Audacity® e RavenPro 1.6.3 (versões disponíveis 

em www.audacityteam.org; www.ravensoundsoftware.com). Como o som do grilo é 

feito por estridulação, foram medidas e contadas as seguintes variáveis 

morfométricas: comprimento da asa (wingc), largura da asa (wingl) e quantidade de 

dentes (teeth), a fim de analisar junto com as variáveis acústicas.  

 

 

 

 

 

http://www.ravensoundsoftware.com/
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Figura 05. Demonstração didática de como ocorreram as gravações acústicas dos espécimes 

coletados. 

 

 

Figura 06. Parâmetros acústicos analisados no software RavenPro 1.6.3 

 Para discriminar acústica e morfologicamente, as linhagens genéticas foram 

organizadas entre margens opostas do rio Apodi-Mossoró. Para identificar quais 

variáveis mais contribuíram para sua separação, usou-se uma abordagem de 

aprendizado de máquina baseada em uma floresta aleatória (Random Forest) de 

árvores de decisão (Breiman, 2001), empregando variáveis bioacústicas, bem como 

medidas morfométricas (largura/comprimento da asa e número de dentes) 

correlacionadas à emissão dos sinais acústicos. Nesta análise foram utilizados oito 

indivíduos coletados em cavernas lado direito e quatro do lado esquerdo do rio. O 

algoritmo de Random Forest, implementado no pacote R randomForest (Liaw & 

Wiener, 2002), gera árvores de classificação aleatórias usando amostras de bootstrap 

do conjunto de dados original para fabricar árvores de classificação não-podadas 

(geralmente 1000).  
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Em seguida, essas árvores são usadas para gerar classificadores, escolhendo 

as melhores divisões com base em uma amostra aleatória de preditores. Por fim, o 

algoritmo usa esses preditores agregados para classificar novos dados com base em 

critérios de regra de maioria. Em cada etapa do bootstrap, ele prevê os dados não 

presentes na amostra bootstrap (amostras "out of the bag", ou OOB) e agrega esses 

resultados no final para gerar uma estimativa de erro da classificação (para mais 

detalhes, consulte Liaw & Wiener, 2002). A análise também gera uma medida de 

importância para cada variável, e uma medida da estrutura interna dos dados. A 

importância da variável é estimada com base no efeito de permutar uma variável, 

deixando outras inalteradas no erro de previsão. 

 

4. RESULTADOS  

Foram obtidas 151 sequências parciais do gene mitocondrial cox-1 com 571 

pb para 21 localidades diferentes (Tabela 01). O presente trabalho também registrou 

novas ocorrências e ampliou a área de distribuição do táxon estudado (Figura 03, 

Tabela 01). Foram identificados 36 haplótipos nas 21 cavernas (Figura 09).  

4.1. Análises filogenéticas e delimitação de linhagens 

Com altos valores de probabilidades posteriores, a IB apontou dois clados para 

o táxon. Todavia, essa divisão não teve suporte na MV, que separou os táxons em 

três clados, e nem em dois dos três métodos de delimitação de linhagens. Isso 

corrobora duas possíveis linhagens (Tabela 02). De acordo com a IB, essa bifurcação 

foi datada em cerca de aproximadamente 7.40 Ma (95% HPD 13.80-3.75 Ma) (Figura 

07).  
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Figura 07: Representação das cavernas analisadas para estudos moleculares (A). Árvore filogenética de consenso resultantes da inferência bayesiana com 

relógio molecular (B). Em cada nó da árvore são representados os valores de probabilidade posterior (abaixo) e a idade média estimada (acima). As barras 

roxas representam os intervalos com 95% HPD para as idades estimadas. Para fins de representação, o grupo externo foi retirado. 
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4.2 Estruturação populacional 

 A inferência bayesiana de estrutura genética de populações 

implementada pelo BAPS 5.2 indicou 4 agrupamentos populacionais (Figura 08) 

(log(mv) = -981.13). O agrupamento em verde escuro corresponde em sua maioria às 

linhagens do Parque Nacional da Furna Feia, além das localidades do SEN, BOD e 

ODC (POP 1). As duas últimas correspondem a cavernas do mesmo lajedo e 

geograficamente muito próximas que, por sua vez, também possuem indivíduos de 

linhagens da população verde neon que correspondem em sua maioria às cavernas 

RON e TLG (POP 2). A outra população, indicada pela cor amarela, corresponde às 

cavernas que estão próximas às margens do Rio Apodi-Mossoró (POP 3). A quarta 

população (POP 4), que está geograficamente mais distante das demais, é 

representada pela cor laranja e contempla a caverna CTA. 

Dos 36 haplótipos observados, foram registrados seis compartilhamentos entre 

localidades próximas, três desses compartilhamentos (Hap_8, Hap_10 e Hap_2) são 

entre haplótipos do Parque Nacional da Furna Feia, dois são entre cavernas do 

mesmo lajedo (Hap_15 e Hap_18) e o Hap_26 contempla o maior compartilhamento 

observado, com ocorrência em 11 cavernas pertencentes à linhagem amarela (um 

indicativo de um possível haplótipo ancestral) (Figura 09). 

Figura 08: Atribuição de indivíduos realizada pelo BAPS, sugerindo quatro populações para 

E. potiguar. 
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Figura 09: Rede de haplótipos do gene cox-1. As marcas de hachura entre os pontos pretos 

representam os passos mutacionais, a área do círculo dos haplótipos é proporcional ao número de 

indivíduos. As cores identificam as diferentes localidades. 

 

4.3 Distâncias genéticas 

Os resultados do BAPS sugerem quatro populações (Figura 08). Outrossim, a 

árvore bayesiana (Figura 07) e as distâncias genéticas análisadas sugerem duas 

linhagens, sendo uma nova.  A distância genética entre as duas linhagens é de quase 

8%, uma correspondendo a E. potiguar e a outra a uma provável nova espécie. Sendo 

assim, sugere-se que a linhagem E. potiguar seja aquela que contempla sua 

localidade-tipo e a nova linhagem seja a que não contemple. 
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Tabela 02. Distâncias genéticas médias (K2P) intraespecíficas (na diagonal, em negrito) entre as 

diferentes linhagens identificadas. 

 1 2 

Endecous_sp (SEN, PNG, PDL, FNF, FNV, 

BOD, ODC, TLG e RON ) 

0,004%  

Endecous potiguar (PFE, BPX, ARA, ZJU, 

QJF, CRO, CAR, BOA, CTB, CJC, URU e 

CTA) 

7,99% 0,009% 

 

4.4 Análise demográfica e diversidade genética 

 Os testes de neutralidade apontam para uma expansão populacional nas 

populações 1, 2 e 3. Embora o p não seja significativo para esta análise, quando 

analisamos esse teste junto à rede de haplótipos (Figura 09) observamos estes 

mesmos indícios de expansão populacional. Como a população 4 contém um único 

haplótipo, não há variação e isso justifica o valor 0 (Tabela 3).  

 As populações que apresentaram maiores diversidades haplotípica (h) foram 

a populações 1 (0.856) e 2 (0.906). A população 3 apresentou uma baixa diversidade 

haplotípica (0.028) e a população 4 não teve variação alguma. Já a diversidade 

nucleotídica (π * 100) variou de 0.0624 (POP 1) a 0.000 (POP4). A falta de variação 

na população 4 corresponde ao fato dela representar somente um haplótipo único de 

uma caverna específica (CTA).  
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Tabela 03 Índices de diversidade populacional e estatísticas de testes de neutralidades para o Cox1 

dos espécimes analisados. Número de sequências (N), número de haplótipos (H), número de sítios 

polimórficos (S), diversidade haplotípica (h), diversidade nucleotídica (π). Abreviações de localidade 

de acordo com a Tabela 1; Populações de acordo com os resultados do BAPS apresentados na figura 

06. * P < 0.05. 

 

4.5 Reconstrução filogeográfica e centro de origem 

As análises de centro de origem indicam que o ancestral comum mais antigo 

da linhagem surgiu provavelmente próximo a Apodi (POP 2) a 1,42 Ma (Figura 10A). 

A segunda linhagem (POP 3) surgiu há aproximadamente 1,17 Ma (Figura 10B). A 

terceira linhagem (POP1) surgiu há aproximadamente 1,16 Ma (Figura 10C) e a última 

linhagem (POP 4) surgiu há 1.14 Ma (Figura 10D). O relógio molecular da IB estima 

que as linhagens 1 e 2 divergiram há aproximadamente 1,42 Ma (95% HPD 8,70-1,40 

Ma) (Figura 09). Já para as linhagens 3 e 4 sugere uma divergência de 

aproximadamente 1,08 Ma (95% HPD 5,30-0,20 Ma). Ambas estão na margem do 

que foi estimado nesta reconstrução filogeográfica. 

 

 

 

POP 

Índices de diversidade populacional Teste de Equilíbrio 

N H S h π * 100 Fs de Fu p D de Tajima p 

1 48 24 27 0,856 0,624  -14,35143 0.00  -1,37463     0,68    

2 19 10 15 0,906 0,535 -2,88583 0.06 -1,07939 0,15 

3 72 2 1 0,028 0,005   -1,94204   0.02 -1,06426 0,13 

4 13 1 0 0,000 0,000  0,00000 N.A.   0,00000 1,00 
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Figura 10: Dinâmica espacial do grilo Endecous potiguar projetada no Google Earth, reconstruída a 

partir dos estados de localização da árvore MCC. Em A é representado o primeiro centro de origem 

datada em milhões de anos. Em B a segunda diversificação, em C a terceira e em D a última. As 

imagens foram retiradas do software Google Earth.  

4.6 Distinções Morfológicas 

Através da análise de 14 variáveis nas imagens do esclerito fálico, 

identificamos em somente duas delas diferenças sutis na morfologia (Tabela 04). 

Essas diferenças não corresponderam aos agrupamentos populacionais visto nas 

análises moleculares, sugerindo uma diversidade críptica nas linhagens de E. 

potiguar. As diferenças encontradas podem ainda ser devido às variações 

intraespecíficas ou posicionamento da genitália no momento da foto, sugerindo uma 

ampla conservação morfológica dos espécimes. Ademais, percebe-se que a 
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morfologia do esclerito fálico conserva padrões do holótipo descrito por Castro-Souza, 

Zefa & Ferreira (2017). 

4.6.1) Ps.arm – Braço do esclerito pseudepiflálico 

É toda ramificação do esclerito fálico sem as projeções apicais normalmente apontada 

na parte lateral (Figura 11). Dentro de Endecous (Notendecous), essa estrutura 

sempre é alongada (muito discrepante quando comparado com os subgêneros 

Endeocus (Endecous) e Endecous. (Pedroecous) (Figura 01). Dentro da nossa 

análise, observamos dois padrões: linear e curvado. Os indivíduos que apresentam o 

padrão linear são ODC, RON, URU e CTA conforme observado na Figura 11 (setas 

vermelho e verde), e os que pertencem ao padrão curvado são CAR, FNV e CJC. 

Essa diferença morfológica não ocorre separando os dois clados que as análises 

moleculares sugeriram.  

4.6.2) Ps.db – Ramo dorsal do esclerito pseudepifálico 

É uma projeção fina que apresenta uma dobra na ponta (similar a uma esfera), em 

alguns casos essa projeção (o ramo da estrutura) é ligeiramente curvada para fora 

(material tipo, Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017) ou ligeiramente curvada para 

dentro do esclerito como observado nos materiais analisados (setas azuis e laranja 

na Figura 09). Como observado na Figura 11, os indivíduos CJC, URU e CTA 

apresentam o mesmo padrão de curvatura, compartilhando também com o ODC. Já 

os espécimes das cavernas FNV e RON seguem a orientação do parátipo CAR. Esse 

padrão de morfologia é o que mais se aproximou do padrão molecular (Tabela 03).  
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Tabela 04. Resumo dos caracteres morfológicos analisados para Endecous potiguar seguindo o artigo de descrição proposto por Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017.

 

Ps.arm Ps.db Ps.im Ps.ib Ps.ms Ps.vb Ps.P1 Ps.P2 Ps.Pi r Ect.Arc Ect.mp Ect.lb Ect.ap 

ODC 
Linear 

Curvada 

p/ dentro 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

RON 
Linear 

Curvada 

p/ fora 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

FNV 
Curvada 

Curvada 

p/ fora 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

CAR 
Curvada 

Curvada 

p/ fora 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

CJC 
Curvada 

Curvada 

p/ dentro 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

URU 
Linear 

Curvada 

p/ dentro 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

CTA 
Linear 

Curvada 

p/ dentro 

Sem 

variação 

Formato 

de V 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 

Sem 

variação 
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Figura 11. Representação do esclerito fálico na vista dorsal. As setas vermelhas e verdes apontam 

para o braço do esclerito pseudepiflálico (Ps.arm). As setas em vermelho destacam as estruturas 

curvadas, já em verde estão as estruturas lineares. Já as setas azuis e laranja apontam para o ramo 

dorsal do esclerito pseudepifálico (Ps.db). As setas em azul destacam estruturas ligeiramente curvadas 

para dentro, já em laranja estão as estruturas ligeiramente curvadas para fora. *Trata-se do parátipo 

de Endecous potiguar. 
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4.6.3) Ps.im – Projeção interior do esclerito pseudepifálico 

É uma estrutura longa e com uma curvatura na sua parte mediana e uma dobra mais 

brusca no seu ápice. Não foi observada variação entre os indivíduos analisados, que  

seguem o padrão do holótipo de uma projeção interna pseudoepifálica longa e 

dobrada distalmente (Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017) (Figura 04). 

 

4.6.4) Ps.ib – Barras interiores do esclerito pseudoepifálico 

São estruturas que ligam os dois lados do pseudoepifalo (Figura 04). Mantendo o 

padrão do holótipo, todos os espécimes possuem a curvatura em forma de V. 

 

4.6.5) Ps.ms – Escudo membranoso do esclerito pseudoepifálico 

É uma membrana que está entre as barras interiores do esclerito pseudoepifálico 

(estrutura citada acima) e o ramo (r) (Figura 04). É uma estrutura que recobre as 

apódemas do ectófalo (Ect. Ap). Para todos os indivíduos analisados, essa estrutura 

é membranosa, sem nenhuma variação aparente, e situa-se entre Ps.ib e (r) 

 

4.6.6) Ps.vb – ramo ventral do esclerito pseudepifálico 

É uma projeção que está na posição ventral do esclerito. É facilmente evidente em 

vista diagonal (Figura 12). É uma estrutura esclerotizada e achatada, a membrana é 

o que a conecta ao parâmetro (estrutura adjacente). Em todos os indivíduos é possível 

perceber que se trata de uma estrutura bastante esclerotizada. Sem nenhuma 

variação aparente. 
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Figura 12. Representação do esclerito fálico na vista diagonal. As setas apontam para o ramo ventral 

do esclerito pseudepifálico (Ps.vb). *Trata-se do parátipo de E. potiguar. 

 

4.6.7) Ps.P1 – Parâmero pseudepifálico 1 

Trata-se de uma estrutura bem esclerotizada, achatada, em forma de U quando vista 

frontalmente. Além disso, essa estrutura possui uma projeção secundaria interna 

chamada de (Ps.Pi) (Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017). 
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4.6.8) Ps.P2 – Parâmero pseudepifálico 2. 

É uma estrutura bem menor quando comparado com Ps.P1. É esclerotizada e 

curvada para dentro do esclerito. Ela se conecta ao Ps.P1 por uma membrana. Nos 

indivíduos analisados, não foi encontrada nenhuma variação (Figura 13). 

. 

 

Figura 13. Representação do esclerito fálico na vista frontal. As setas vermelhas apontam para o 

Parâmetro pseudepifálico 1 (Ps.P1). As setas verdes apontam para o Parâmetro pseudepifálico 2 

(Ps.P2) *Trata-se do parátipo de E. potiguar. 
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4.6.9) Ps.Pi = projeção interior do parâmero pseudoepifálico 

É uma projeção secundária esclerotizada e curvada para dentro do esclerito que faz 

parte do parâmero 1 (Figura 14). Não foi observada nenhuma variação entre os 

indivíduos analisados. 

 

 

 

 

Figura 14. Representação do esclerito fálico na vista frontal. As regiões destacadas apontam para a 

projeção interior do parâmero pseudoepifálico (Ps.Pi). *Trata-se do parátipo de Endecous potiguar. 
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4.6.10) r. = ramo 

Essa estrutura fica na base lateral do esclerito pseudoepifálico, e no caso destes 

indivíduos é bem alongada, esclerotizada e de formato de cone em sua ponta, ou 

seja, vai se afunilando (Figura 02 e 14). Não foram observadas diferenças suficientes 

entre os indivíduos analisados. 

 

4.6.11) Ect.Arc = arco ectofálico 

Normalmente é bem curvado (em vista dorsal) (Figura 02), mas pode apresentar 

modificações na sua parte superior e inferior. Não foram observadas variações entre 

os indivíduos analisados. 

 

4.6.12) Ect.mp = projeção mediana do esclerito ectofálico  

São as duas primeiras barras que rodeiam o arco ectofálico (ou seja, estão 

posicionadas internamente). Nestes indivíduos essas estruturas são bem 

desenvolvidas, achatadas na base e afiladas no ápice, formam uma placa achatada 

lateralmente (Figura 15). Todos seguem o padrão do holótipo, conforme descrito por 

Castro-Souza, Zefa & Ferreira, 2017. 

 

4.6.13) Ect.lb = barras laterais do esclerito ectofálico  

Representam duas barras posicionadas na parte lateral do esclerito ectofálico, nesse 

caso são sinuosas e menores que as barras medianas do ectófalo (estruturas 

mostradas anteriormente), seguindo o padrão do holótipo (Castro-Souza, Zefa & 

Ferreira, 2017). 
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4.6.14) Ect.Ap = Apódema do ectofálo  

É uma estrutura bem desenvolvida, achatada e curvada dorsalmente nesses 

indivíduos. Está posicionada na base do esclerito, e neste local ocorre a inserção de 

membranas e músculos (Figuras 04 e 15). Não foi observada nenhuma variação entre 

os indivíduos analisados. 

 

Figura 15. Representação do esclerito fálico na vista ventral. *Trata-se do parátipo de Endecous 

potiguar. 
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4.7. Análises Bioacústicas 

Devido à baixa diversidade de cavernas coletadas e para testar a 

hipótese do rio como barreira, buscou-se dividir os individuos em dois grupos 

de acordo com as margens do rio para as análises de Random Forest utilizando 

como variávies as observadas na Figura 16.  

Os resultados do Random Forest revelaram um erro estimado (OOB) de 

33,33%, e uma especial dificuldade da classificação resultante com o grupo 1 

(margem esquerda do rio), para o qual só tínhamos 4 indivíduos gravados 

(Tabela 05). Com efeito, é possível ver uma grande sopreposição no 

escalonamento multidimensional dos escores de proximidade calculados pelo 

Random Forest (Figura 16). Por fim, a importância das variáveis baseada em 

valores decrescentes do índice de Gini e na acurácia sugerem que as variáveis 

largura e comprimento das asas (wingl e wingw) foram as mais importantes 

para discriminar entre as margens opostas do rio (Figura 17). 

Tabela 05. Matriz de confusão (Confusion Matrix), mostrando os erros de classificação obtidos na 

análise. 

  

Margem N Direita Esquerda Erro 

Direita 8 7 1 0.125 

Esquerda 4 3 1 0.75 
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Figura 16. Primeira e segunda dimensões do escalonamento multidimensional dos escores de 

proximidade de Random Forest considerando características acústicas e morfométricas de 12 

espécimes de Endecous potiguar em margens opostas do Rio. As cores indicam os clados 

comparados: Azul margem esquerda, vermelho margem direita. 

  

Figura 17. Importância das variáveis baseada no decréscimo de acurácia e no índice de Gini. 

 

5. DISCUSSÃO 

5.1 – Espécies crípticas 

 As amostras analisadas apresentaram uma diversidade molecular significativa. 

Todavia, morfologicamente as linhagens apresentaram apenas diferenças muito sutis 
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e que não sustentam os clados vistos nas análises moleculares. Além disso, 

acusticamente, os clados não diferiram em nenhum dos caracteres analisados. De 

fato, estudos revelam que a diversidade críptica em organismos subterrâneos parece 

ser comum (Niemiller et al, 2013, Trontelj et al, 2009, Zeppellini et al, 2021).  

 O esclerito fálico de Endecous potiguar difere das demais espécies do gênero 

(Souza-Dias et. al 2017, Ferreira, Junta & Castro-Souza 2020). Com efeito, os 

diversos artigos de descrição de espécies do gênero mostram que essas estruturas 

são diferentes entre as espécies reconhecidas. Mesmo em espécies simpátricas 

como Endecous troglobius e Endecous didymus, existem diferenças morfológicas 

significativas no aparato reprodutor dessas espécies (Castro-Souza, Zefa & Ferreira 

2020). Todavia, os espécimes aqui analisados apresentaram uma alta 

diferenciaçãomolecular possivelmente representando duas espécies, porém estas 

diferenças não se refletiram tanto morfologicamente como acusticamente caracteres 

não morfológicos, como a bioacústica. 

 Acusticamente, espécies diferentes do gênero Endecous são bem distintas. 

Zefa (2006) comparou sons de chamado de três populações alopátricas de Endecous 

(Endecous) itatibenses vendo variações no ritmo de emissão dos pares de notas. 

Castrou-Souza, Zefa & Ferreira (2020) notaram variações na duração da frase e na 

quantidade de pulsos entre populações de Endecous simpátricas. No presente 

estudo, não detectamos diferenças morfológicas ou acústicas significativas entre as 

linhagens genéticas identificadas, todavia, a distância genética encontrada 

corresponde a mais que o dobro do que se costuma usar como limite interespecífico 

de insetos (Bianchi & Gonçalves, 2021). Tratando-se então de um caso típico de 

espécies crípticas.  
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Com efeito de que?, a especialização em ambientes cavernícolas comumente 

envolve a perda e/ou a redução de estruturas (pigmentação, olhos, etc), o que 

dificulta, em geral, a separação de clados próximos por caracteres  morfológicos. 

Fiser et al., (2018) propõem três hipóteses para explicar os mecanismos que causam 

a estase morfológica em espécies geneticamente distintas, porém crípticas: 1) 

Divergência recente; 2) Convergência Morfológica; e 3) Conservadorismo de Nicho 

Filogenético.  

 As linhagens recuperadas divergiram entre o Mioceno e o Plioceno. Nesse 

contexto, a primeira hipótese de divergência recente pode ser desconsiderada. A 

segunda hipótese sugere que a semelhança morfológica se deve a origens 

independentes em espécies distantes como resposta a pressões seletivas 

semelhantes. A análise da árvore filogenética nos mostra que os clados são 

monofiléticos e, por sua vez, tratam-se de espécies que não são distantes. Logo, essa 

hipótese também não explicaria a diversidade críptica das espécies. Por exclusão, o 

que melhor explicaria o que? seria a hipótese de conservadorismo de nicho 

filogenético, onde a estase morfológica em linhagens distintas é mantida por seleção 

estabilizadora. 

5.2 – Diversificação alopática vicariante 

 Segundo Coyne & Orr, (2004), o mecanismo mais comum para explicar tanto 

diversificação de linhagens como especiação é o de especiação alopátrica causada 

por uma barreira geográfica. Apesar dos processos de especiação alopátrica 

(vicariância e dispersão) serem centrais para a compreensão da diversificação, a 

biologia evolutiva ainda encontra um grande desafio para determinar quais fatores 

influenciam esses processos (Gallman et. al, 2020). 
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Os ambientes subterrâneos, por sua vez, acabam sendo sistemas ideais para 

examinar os mecanismos de isolamento, divergência e especiação (Katz et. al, 2018). 

Devido aos amplos intervalos de confiança em torno do tempo de divergência 

encontrado (7,40 Ma, entre 13,80–3,75 Ma, Mioceno/Plioceno), é difícil precisar quais 

processos foram responsáveis pela diversificação das linhagens encontradas (Figura 

07). Todavia, esse intervalo abrange estimativas para a origem da calha do Rio Apodi-

Mossoró, que ocorreu entre o Mioceno e o Quaternário (Bagni et al., 2020). Com isso, 

o primeiro evento de diversificação pode ter ocorrido com a formação do rio Apodi-

Mossoró, que inicialmente era um rio perene (Silva, Cestaro & Rabelo 2020), dividindo 

a população em duas margens opostas.  

Todavia, para testar tal hipótese é necessário compreender melhor a história 

da paisagem onde as cavernas com ocorrência de Endecous potiguar estão inseridas. 

Além disso, uma amostragem molecular mais densa, de preferência usando múltiplos 

marcadores nucleares ou dados de sequenciamento de nova geração, contribuirão 

para testar a hipótese do rio como barreira, bem como outras hipóteses advindas da 

melhor compreensão da história das cavernas da formação Jandaíra. 

5.3 – Diversificação por alternâncias climáticas 

Estudos de paleoclima indicam alternâncias climáticas no Nordeste desde 

meados do Pleistoceno até o presente (Cruz et al, 2009; Wang et al, 2004), sugerindo 

que o clima semiárido atual vem desde a transição do meio para o final do Holoceno, 

marcada por uma diminuição abrupta nas precipitações (Cruz et al, 2009). Isso afetou 

diretamente o regime do rio Apodi-Mossoró, que passou de perene para intermitente, 

o que é observado até os dias de hoje (Henry-Silva, 2010). 

Nesse contexto, o rio deixou de ser uma barreira geográfica, possibilitando um 

possível contato secundário entre as linhagens geograficamente mais próximas em 
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margens opostas. Isso é corroborado pelo agrupamento, em uma mesma população, 

de indivíduos com ocorrência em cavernas às margens opostas do rio. 

A diminuição da umidade também gerou outro gatilho para diversificação: as 

espécies dependentes de umidade. De fato, alguns estudos com artrópodes sugerem 

que alternâncias climáticas no Pleistoceno levaram as populações da superfície a 

buscarem microrefúgios nas cavernas, por encontrarem melhores condições de 

sobrevivência (Bryson et. al 2014, Podnar et. al 2021, Bátori et. al 2022). Tal 

isolamento levou a mutações e consequentemente modificações morfológicas 

(troglomorfismo. Eg: aumento da antena) e genéticas nas linhagens. Com efeito, a 

divergência molecular entre Endecous_sp e Endecous potiguar a 7,99%, o que pode 

ser um estágio intermediário do processo de especiação onde diferenças 

morfológicas e bioacústicas ainda não tiveram tempo de ocorrer. 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Estudos moleculares podem nos revelar variações significativas quando outros 

caracteres (e.g. morfológicos e acústicos) não expressam tal diversidade. Tais 

informações são de suma importância principalmente no caso de espécies pouco 

estudadas. Por meio desses estudos é possível contribuir para conservação dessas 

linhagens, revelando a diversidade críptica e elucidando sua distribuição, permitindo 

assim o direcionamento de ações visando à conservação, por exemplo, de cavernas 

que abrigam linhagens isoladas (como a caverna do Trinta??? Qual a sigla, presente 

em qual figura?). 

Para a elucidação do status de espécie da principal linhagem aqui identificada, 

é necessário o aprofundamento dos estudos moleculares (por meio da inclusão de 

marcadores nucleares, por exemplo), bem como dos estudos morfológicos e 

bioacústicos. Além disso, recomenda-se a realização de estudos voltados a uma 
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maior compreensão da história da paisagem onde as cavernas com ocorrência de 

Endecous potiguar estão inseridas, o que pode esclarecer a atual distribuição das 

diferentes linhagens. No entanto, a necessidade de aprofundamento dos estudos não 

pode ser usada como justificativa para o adiamento de ações voltadas à conservação 

da grande variabilidade genética aqui encontrada.
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