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Resumo
Sistemas subterraneos podem ser encontrados em diversas formagdes minerais, abrigando uma
fauna com diferentes estratégias de vida, que de forma conjunta, podem utilizar o ambiente
subterraneo permanentemente ou temporariamente. Dentre esses habitantes, destacam-se 0s
troglobios, grupo que retne organismos que apresentam uma série de adaptacGes ecoldgicas,
fisiologicas, morfoldgicas e comportamentais associadas ao ambiente subterraneo. No Brasil, a
fauna troglébia vem sendo descrita com maior intensidade nas duas ultimas décadas, com a
prospeccdo de novos locais e a integracdo de diferentes ferramentas analiticas. Apesar disso, as
regides Sul e Sudeste ainda se destacam em detrimento das demais, concentrando a maior parte
dos estudos taxondmicos, ecoldgicos e genéticos de organismos troglobios. No entanto, o
Nordeste, em especial o estado do Rio Grande do Norte (RN), vem se destacando no
conhecimento dessa fauna, com a descobertas de novas espécies de invertebrados troglébios,
como crustaceos, platelmintos e insetos. Dentre 0s novos organismos descritos no RN, esta o
género de anfipodes Potiberaba, monotipico e endémico das cavernas da regido, que durante
sete anos apresentou distribuicdo restrita a localidade tipo. Apds novas expedicdes, exemplares
foram registrados em mais onze localidades, e cujos dados moleculares indicaram possiveis
novas espécies nas cavernas da regido. Até entdo a hipdtese se sustentava apenas em
delimitagdes utilizando um marcador mitocondrial. Dessa forma, através de uma abordagem
integrada entre ferramentas moleculares (incluindo marcadores nucleares) e morfoldgicas, o
estudo se prop06s a avaliar a convergéncia entre as diferentes informacdes para sustentar a
hipbtese de um complexo de espécies, assim como identificar caracteres morfoldgicos capazes
de distingui-las, e ao final, propor a descricdo das novas espécies de Potiberaba. Através de
uma abordagem iterativa entre informaces morfoldgicas e marcadores moleculares (coxl e
28S), o estudo propde a existéncia de cinco espécies alopatricas, das quais quatro apresentam
distribuicéo restrita, com baixa diversidade genética e morfoldgica, enquanto P. porakuara é
amplamente encontrada no sul da Formacéo Jandaira. O estudo também indicou que além das
divergéncias genéticas, as linhagens podem ser identificadas atraves de caracteres morfoldgicos
com alta taxa de acerto, evidenciando que a riqueza de espécies dessa formacgdo esta

subestimada.

Palavras-chave: Mesogammaridae, Crustaceos Subterraneos, Morfologia, Genética, Formacao

Jandaira



Abstract

Underground systems can be found in several mineral formations, sheltering a fauna with
different life strategies, which together can use the underground environment permanently or
temporarily. Among these inhabitants, the troglobites stand out, a group that includes organisms
that present a series of ecological, physiological, morphological and behavioral adaptations
associated with the subterranean environment. In Brazil, the troglobite fauna has been described
with greater intensity in the last two decades, with the prospecting of new locations and the
integration of different analytical tools. Despite this, the South and Southeast regions still stand
out to the detriment of the others, concentrating most of the taxonomic, ecological and genetic
studies of troglobite organisms. However, the Northeast, especially the state of Rio Grande do
Norte (RN), has been standing out in the knowledge of this fauna, with the discovery of new
species of troglobite invertebrates, such as crustaceans, flatworms and insects. Among the new
organisms described in the RN is the genus of amphipods Potiberaba, monotypic and endemic
to caves in the region, which for seven years presented a distribution restricted to the type
locality. After new expeditions, specimens were recorded in eleven more locations, and whose
molecular data indicated possible new species in the region's caves. Until then, the hypothesis
was based only on delimitations using a mitochondrial marker. Thus, through an integrated
approach between molecular (including nuclear markers) and morphological tools, the study
proposed to evaluate the convergence between the different information to support the
hypothesis of a species complex, as well as to identify morphological characters capable of
distinguishing them, and at the end, propose the description of the new species of Potiberaba.
Through an iterative approach between morphological information and molecular markers
(cox1 and 28S), the study proposes the existence of five allopatric species, of which four have
a restricted distribution, with low genetic and morphological diversity, while P. porakuara is
widely found in the south of the Jandaira Formation. The study also indicated that in addition
to genetic divergences, the lineages can be identified through morphological characters with a

high accuracy rate, showing that the species richness of this formation is underestimated.

Keywords: Mesogammaridae, Subterranean Crustaceans, Morphology, Genetics, Jandaira

Formation
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Figura 1. Mapa de localidades de Potiberaba na regido Oeste da Caatinga do Rio Grande do
Norte, nordeste do Brasil. Linhas azuis claras indicam hidrografia. A area cinza escura indica a
formacé&o carstica Jandaira, enquanto a verde indica os limites Parque Nacional da Furna Feia,
circulos representam locais de ocorréncia de P. porakuara, hexagono, quadrados, pentagonos
e losangos, representam areas de ocorréncia das novas espécies. 1 - Caverna Furna Feia
(Potiberaba sp. nov. 1), 2 - Caverna Pedra Lisa (Potiberaba sp. nov. 2), ambas no PNFF, 3 -
Olho D'agua da Onca (Potiberaba sp. nov. 3), 4 - Caverna Crotes (Potiberaba sp. nov. 4), 5 -
Caverna Poco Feio, 6 - Caverna da Agua, 7 — Olho D¢agua da Furna, 8 - Caverna TroglGbios,
9 - Olho D'Agua do Tetéu, 10 - Caverna Boa, 11 - Gruta Trés Lagos (localidade tipo), 12 - Olho
D'agua do Cedro.

Figura 2- Localidades onde representantes do género Potiberaba foram amostrados. A-
Caverna Furna Feia (Potiberaba sp. nov. 1), B — Caverna Pedra Lisa (Potiberaba sp. nov. 2),
C - Olho d’agua da Onga (Potiberaba sp. n. 3), D- Caverna Crotes (Potiberaba sp. nov. 4), E
— Gruta Trés Lagos (Potiberaba porakuara) e F — Olho d’agua da Furna (Potiberaba
porakuara).

Figura 3- Exemplares capturados em cavernas da formag&o do calcério Jandaira. A- Potiberaba
sp. nov. 1 (Furna Feia), B- Potiberaba sp. nov. 2 (Pedra Lisa), C- Potiberaba sp. nov. 4 (Olho
d’agua da Onga), D- Potiberaba porakuara (Olho d’agua do Teteu).

Figura 4. Mapas de probabilidade posterior para as possiveis novas linhagens de Potiberaba,
gerados a partir de um conjunto de dados nucleares e mitocondriais. Cinco clusters distintos
foram sugeridos para o conjunto de dados. Cores mais claras indicam maior probabilidade de
estruturacdo genética. No primeiro agrupamento estdo representados individuos de P.
porakuara, no segundo Potiberaba sp. novl, no terceiro: Potiberaba sp. nov.3, no quatro:
Potiberaba sp. nov. 2 e no quinto: Potiberaba sp. nov. 4.

Figura 5. A- Arvore com inferéncia Bayesiana e testes de delimitacio de linhagens (ABGD,
GMYC, PTT e BPP) para as linhagens do género Potiberaba utilizando o marcador
mitocondrial cox 1, os circulos coloridos representam as diferentes linhagens, os valores
proximos aos ramos indicam o suporte obtido para cada um deles. B- Arvore com inferéncia
Bayesiana e testes de delimitacdo de linhagens (ABGD, GMYC, PTT e BPP) para as linhagens
de Potiberaba utilizando o marcador nuclear 28S, as cores representam as diferentes linhagens
seguindo o mesmo padrdo da arvore A.

Figura 6. A — Rede de hapl6tipo para o gene mitocondrial citocromo oxidase 1 (cox1), B —rede
de hapl6tipos para o gene nuclear 28S. Ambos os conjuntos de dados sdo de localidade de
Potiberaba sp. nov. 1, 2, 3 e 4, alem de Potiberaba porakuara. Em preto Potiberaba sp nov. 1,
em rosa Potiberaba sp. nov. 2, amarelo Potiberaba sp. nov.3, em azul Potiberaba sp. nov. 4, e
em vermelho Potiberaba porakuara.

Figura 7. A- Analise de Componentes Principais (PCA) com as cinco linhagens de Potiberaba
utilizando as variaveis morfoldgicas: : UP3 = Pedlnculo do uropodo 111, CFA = Comprimento
do flagelo acessorio, CA1 = Comprimento da antena I, NAAL = Numero de articulos da antena



I, PLA1 = Comprimento do pedunculo | da antena I, P2A1 = Comprimento do pedunculo Il da
antena I, P3A1 = Comprimento do pedunculo 11l da antena I, USRE = Comprimento do ramo
externo do urépodo IlI, USRI = Comprimento do ramo interno do urépodo Ill, U2RE =
Comprimento do ramo externo do urépodo Il, U2RI = Comprimento do ramo interno do
urépodo I1, U2P = Comprimento do pedunculo do urdépodo. B- Anélise de Variagdo Candnica
(CVA), entre as cinco linhagens de Potiberaba utilizando as varidveis morfologicas aplicas na
PCA.

Figura 8- Pecas bucais de Potiberaba sp. 1. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1, C
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Figura 16- Pecas bucais de Potiberaba sp. 3. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1,
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Figura 17- Peredpodes | — V de Potibaraba sp. 3.
Figura 18- Gnatopodes | e 11 e Potiberaba sp. 3. A- Gnatépode | e B- Gnatdpode II.

Figura 19- Urdpodes e pledpode de Potiberaba sp. 3. A — C urdpodes I -111, D- ple6pode 1, E-
cerdas plumosas do uropode 11, F- cerdas e espinhos do uropode IlI.

Figura 20- Pecas bucais de Potiberaba sp. 4. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1,
C- D mandibula e molar.

Figura 21- Peredpodes | — V de Potiberaba sp. 4.
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respectivos nimeros amostrais utilizados em cada andlise. As siglas PCA (Andlise de
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mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1 (cox1), e para o gene nuclear 28S. Os nimeros
em HapCOX1 e Hap28S, representam o0s hapl6tipos encontrados para cada gene em cada
linhagem.

Tabela 3- Valores de significancia obtidos através da CVA (Analise de variacdo candnica) em
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Introducgéo

Cavernas sdo cavidades subterraneas naturais, componentes de um tipo de relevo
denominado ‘carste’ (Poulson & White 1969), as quais sao formadas pela agdo do intemperismo
quimico e/ou mecanico da rocha matriz, que podem apresentar diferentes origens minerais,
como calcério, formacdes ferriferas, marmore, dentre outras. Além disso, a moldagem e
deposicdo de diversas feicdes determinam as peculiaridades geoldgicas e bioldgicas desses
ambientes (White & Culver 2011). Os sistemas subterraneos (ambientes hipdgeos) se
distinguem do ambiente superficial (epigeo) principalmente pela auséncia total de luz em zonas
profundas, e maior tendéncia a estabilidade ambiental, especialmente em caracteristicas como
temperatura e umidade (Culver 1982, Jones 1992), que podem variar de acordo com
peculiaridades de cada local, tamanho e quantidade de entradas da caverna, e variagdes
ambientes que ocorrem no ambiente epigeo (Culver & White 2005).

A auséncia permanente de luz dentro das cavernas, impede o estabelecimento e
reproducdo de organismos fotossintetizantes que exercem a funcéo de produtores priméarios em
outros ecossistemas (Silva et al. 2019). Dessa forma, os recursos alimentares disponiveis para
a fauna desses ambientes geralmente tém origem aldctone (Schneider et al. 2011, Souza-Silva
et al. 2011). Essa matéria € importada de fontes externas de forma continua, ou temporaria, por
meios fisicos como vento e chuva e/ou agentes bioldgicos (Culver 1982, Howarth 1983,
Ferreira et al. 1999), conectando assim 0s ecossistemas subterraneos aos superficiais, e
influenciando a abundancia e diversidade da fauna subterranea (Culver 1982, Culver & White
2005, Souza-Silva et al. 2011, Simdes et al. 2015). Além de se conectarem por meio da
importacdo da matéria organica, como anteriormente citado, os sistemas epigeos e hipégeos
podem apresentar conexdes por meio da fauna (Prous 2005), de modo a abrigar organismos que
transitam entre os dois ambientes, e linhagens epigeas e hipdgeas com estreitas relacdes de
parentesco (Souza-Silva et al. 2011, Simdes et al. 2015).

Nos sistemas subterraneos € possivel encontrar uma vasta gama de vertebrados e
invertebrados, que habitam as diferentes zonas e micro-habitats (Ferreira et al. 2016). Esses
organismos, apesar de utilizarem o ambiente cavernicola, apresentam diferentes estratégias na
utilizacdo deste (Galan et al. 2006). Dentre 0s organismos que habitam esses sistemas, estdo 0s
trogléfilos, espécies que podem completar todo seu ciclo de vida dentro ou fora do ambiente
cavernicola, os organismos trogloxenos, que podem ser encontrados em diferentes zonas das
cavernas, mas necessariamente precisam sair do ambiente subterraneo para completar seu ciclo
de vida (Vadell 2003). Além dos trogléfilos e trogloxenos, 0 ambiente subterraneo abriga um

grupo de organismos exclusivamente cavernicolas, que necessariamente completam todo seu
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ciclo de vida dentro das cavernas, 0s organismos troglobios. As espécies troglobias apresentam
um conjunto de caracteres morfoldgicos, fisioldgicos e comportamentais selecionados para
manutencdo do fitness e homeostase em cavernas, denominado troglomorfismo (Culver 1982).

Esses organismos ja foram registrados em diversos tipos de cavernas, de formacao
calcéria, ferrifera, marmore, em todas as zonas e micro-habitats presentes nos sistemas
subterraneos no mundo todo (Christian 1987, Porco et al. 2013 Hellman et al. 2018, Rendos et
al. 2018, Silva et al. 2020, Pellegrini et al. 2020), com um aumento significativo de novas
espécies sendo descritas nas duas Ultimas décadas (Fiser et al. 2013), advindo do incremento
de novas ferramentas para detectacdo e descricdo de espécies, alem de expedicGes que
abrangem érea até entdo inexploradas (Hou et al. 2002, Li et al. 2006, Naruse et al. 2008, Porco
et al. 2013, Asenjo et al. 2018, Smith et al. 2020).

As caracteristicas geoldgicas de algumas regifes do Brasil, propicias a formacao de
cavernas, e atualmente mais exploradas por pesquisadores, vem revelando um grande nimero
de cavidades, tornando ainda mais expressivo 0 nimero de cavernas presentes na América do
Sul (Travassos 2008, 2013), associado a isso, um aumento expressivo no nimero de novas
espécies descritas a cada ano (Baptista et al. 2002, Souza et al. 2010, Kaczmarek et al. 2014,
Santo et al. 2020, Santos et al. 2021), indicando que a biodiversidade subterranea do pais pode
ser até dez vezes maior do que é conhecida atualmente, em especial para fauna troglébia (L6bu
et al. 2009).

Apesar do avang¢o no conhecimento desses ambientes, e consequentemente de sua
biodiversidade, regides como Sul e Sudeste concentram cerca de 70% dos estudos ecoldgicos,
taxondmicos, genéticos e comportamentais com esses organismos no Brasil (Silva et al. 2011,
Maia et al. 2013, Iniesta et al. 2013, Ferreira et al. 2005). Na regido Nordeste, o estado do Rio
Grande do Norte (RN), vem se destacando quanto ao nimero de novas cavernas descobertas
nos ultimos anos (Bento et al. 2011, 2020), colocando o estado no quarto lugar em namero de
cavidades no Brasil, tendo ultrapassado o numero 1.000 no ano de 2019 (CECAYV 2020). Além
disso, apds estudos recentes, o estado vem ganhando notoriedade quanto ao numero de novas
espécies trogldbias, de platelmintos até grupos de crustaceos como isopodes e anfipodes (Fiser
et al. 2013, Hellman et al. 2019, Bento et al. 2020).

No RN, espécies trogldbias s@o encontradas em cavernas na regido Oeste da Caatinga,
localizadas na formagéo Jandaira, constituida por um afloramento calcario até entdo conhecido
por abrigar um rico depdsito fossil de organismos marinhos, e a maior concentracao de cavernas
do estado (Senra 1997, Cassab 2003, Souza-Lima, et al. 2007; Barreiro & Senra 2007, Ferreira
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et al. 2010). Além disso, parte das cavernas da regido encontram-se inseridas no Parque
Nacional da Furna Feia (PNFF).

Estudos como os realizados por Ferreira et al. 2010 e Bento et al (2011), ja indicavam
que a regido tinha grande potencial para abrigar uma diversa fauna troglobia, confirmada apos
publicacdes como as de Xing et al (2013), com a descricdo de uma nova espécie de cigarra
troglobia, Fiser et al (2013) com a descricdo de um novo género e duas novas espécies de
anfipodes troglobios, Leal et al (2014) com um novo género e duas novas espécies de planarias,
Azaraet al (2014), com uma nova espécie de quilopode, e Souza et al (2018), com cinco novas
espécies de planarias.

Em um trabalho recente, Bento et al (2020) indicaram que a diversidade local pode ser
ainda maior quando outras ferramentas para deteccdo de novas linhagens séo utilizadas, como
os marcadores moleculares, evidenciando a necessidade de estudos que integrem diferentes
ferramentas analiticas para resolucGes taxonémicas mais robustas. Através de analises
moleculares de um marcador mitocondrial detectou-se que um dos grupos de troglébios, 0s
anfipodes do género Potiberaba (Fiser et al. 2013), poderiam constituir um complexo de
espécies.

O género até entdo monotipico, contém apenas Potiberaba porakuara, é considerado
um relicto oceénico da regido, e pode ter surgido a partir da colonizagdo das cavernas por
organismos marinhos durante em eventos de elevacdo do nivel do mar, durante os periodos do
Cretaceo (80 M.a.) e Mioceno (23 M.a.). Apds a regressdo oceanica, representantes marinhos
foram aprisionados nos sistemas subterraneos da regidao hoje conhecida como Caatinga, dando
origem ao grupo Potiberaba, padrdo biogeografico singular na fauna cavernicola brasileira
(Ferreira et al. 2010). Além disso, outra caracteristica tida como marcante para 0 grupo,
presente em poucos anfipodes epigeos e hipdgeos, é a hipotese de que 0s espécimes se
reproduzam por partenogénese, desde a sua descricdo em 2013 e até os dias atuais, apenas
fémeas sdo registradas na espécie, em sua maioria ovigeras.

Até o trabalho realizado por Bento et al (2020), acreditava-se que a distribuicdo do
género, e sua Unica espécie, era restrita a localidade tipo, a caverna Trés Lagos. Apds o estudo,
constatou-se que P. porakuara e as possiveis novas espécies do género, sdo encontradas em
diversas cavernas da regido de forma simpatrica com outras espécies de crustaceos troglébios,
com P. porakuara sendo a mais bem distribuida, e a mais diversa do ponto de vista genético
(Bento et al. 2020). Os espécimes foram encontrados ocupando locais com caracteristicas
distintas, desde cavernas com agua permanente ao longo do ano, variando em fluxo entre os

periodos de chuva e seca, até cavidades que secam completamente durante o periodo de seca,
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pogas, raizes e gramineas aquéticas, variando também quanto ao tamanho populacional, onde
P. porakuara também se diferencia pela alta abundéncia de individuos na maior parte das
cavernas que habita.

Apesar da detec¢do de novas linhagens através de um marcador mitocondrial, essas ndo
haviam sido avaliadas sob outros aspectos capazes de distingui-las, como diferenciacéo
morfolodgica e ecoldgica, e a utilizagdo de outros marcadores moleculares para corroborar a
hipdtese de um complexo de espécies. Para testar tal hipotese, o estudo se prop6s a utilizar uma
abordagem iterativa entre informacGes morfologicas e genéticas das linhagens, com base nas
delimitacdes propostas por Bento et al (2020), e os caracteres morfologicos diagndsticos
descritos por Fiser et al (2013), avaliando se as divergéncias genéticas propostas em estudos
anteriores se refletem em diferenciacdo morfoldgica entre as linhagens. Associado a isso,
incorporamos novas informag6es moleculares atraves da utilizacdo de um marcador nuclear,
sendo possivel assim comparar as informacfes obtidas para cada gene e as informacGes
morfoldgicas.
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Materiais e Métodos
Area de estudo

O estudo foi conduzido em um conjunto de cavernas localizadas na formacéo do calcéario
Jandaira, nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara (Figura 1). As cavernas onde exemplares
de Potiberaba foram coletados, apresentam fei¢6es hidroldgicas que véao desde pogas formadas
por gotejamento, através da infiltracdo da &gua superficial na formacdo calcéria, pequenos
corregos que variam de vazdo dependendo do ciclo pluviométrico, interligando os sistemas
subterraneos durante a estacdo chuvosa, e secando total ou parcialmente na estacdo seca. Além
disso, essas cavidades podem apresentar emaranhados de raizes que penetram a rocha
alcancando a &gua no interior das cavernas, e residuos vegetais em decomposicdo que sao
carreados para o interior dos sistemas durante as chuvas, e sdo utilizados como fonte de
alimento ou abrigo por anfipodes, e outros organismos aquaticos (Figura 2).

As cavernas amostradas sdo as mesmas onde Bento et al (2020) conduziram seu estudo:
Furna feia (FUF), Pedra lisa (PDL), Olho d'agua da Onca (ODO), Crotes (CRO), Poco Feio
(PFE), Caverna da Agua (CAG), Olho d’agua da Furna (ODF), Trogldbios (TGL), Olho d'agua
do Tetéu (ODT), Caverna Boa (CBO), Trés lagos (TLG), Olho d'agua do Cedro (ODC). Dentre
as localidades visitadas, as cavernas FUF e PDL, encontram-se protegidas no Parque Nacional
da Furna Feia (PNFF).

37°54.00'W_ 37°30.00'W 37°6.00'W 36°42.00'W

4°42.00'S

Legend

@ Potiveraba spt
@ Potiberaba sp2
B Potiberaba sp3
@ Potiberaba spd
@ Potiberaba porakuara
Hidrography
Bl Fuma Fesa Natinal Park

mm Karst extension of the Jandaira
Formabon

5°30.00'S




16

Figura I. Mapa de localidades de Potiberaba na regido Oeste da Caatinga do Rio Grande do Norte, nordeste do Brasil. Linhas azuis claras
indicam hidrografia. A &rea cinza escura indica a formag&o cérstica Jandaira, enquanto a verde indica os limites Parque Nacional da Furna
Feia, circulos representam locais de ocorréncia de P. porakuara, hexagono, quadrados, pentdgonos e losangos, representam areas de ocorréncia
das novas espécies. 1 - Caverna Furna Feia (Potiberaba sp. nov. 1), 2 - Caverna Pedra Lisa (Potiberaba sp. nov. 2), ambas no PNFF, 3 - Olho
D'4gua da Onga (Potiberaba sp. nov. 3), 4 - Caverna Crotes (Potiberaba sp. nov. 4), 5 - Caverna Poco Feio, 6 - Caverna da Agua, 7 — Olho

D¢agua da Furna, 8 - Caverna Troglobios, 9 - Olho D'Agua do Tetéu, 10 - Caverna Boa, 11 - Gruta Trés Lagos (localidade tipo), 12 - Olho
D'agua do Cedro.

Figura 2- Localidades onde representantes do género Potiberaba foram amostrados. A- Caverna Furna Feia (Potiberaba sp. nov. 1), B —
Caverna Pedra Lisa (Potiberaba sp. nov. 2), C — Olho d’agua da Onga (Potiberaba sp. n. 3), D- Caverna Crotes (Potiberaba sp. nov. 4), E —
Gruta Trés Lagos (Potiberaba porakuara) e F — Olho d’4gua da Furna (Potiberaba porakuara).
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Captura dos espécimes

Para obtengdo dos espécimes, foi utilizado um puca de tela para retirada dos anfipodes
que se encontravam fixados as raizes no interior das cavernas, atraves de mergulhos livres e
raspagem de material vegetal e sedimentar. Além disso, armadilhas do tipo covo também foram
utilizadas. As armadilhas foram confeccionadas utilizando cilindros de plastico envolvidos por
tela com abertura de 0.2mm entre no, deixadas submersas nas cavernas por 48 horas, usando
figado bovino como iscas. Apos esse periodo, foram retiradas e os espécimes coletados e
acondicionados em tubos plasticos. Em seguida, todos os espécimes capturados passaram por
processo de fixagdo em solugéo de etanol 100% e identificados segundo Fiser et al (2013) com
base em caracteres morfologicos, separando os espécimes em morfogrupos, posteriormente as
delimitacGes de linhagens realizadas por Bento et al (2020), também foram utilizadas para
separacdo, gerando cinco grupos distintos, em seguida as amostras foram subdivididas,
separando animais para analises morfoldgicas e moleculares. Posteriormente, sete exemplares
de cada localidade foram dissecados sob estereomicroscopio com auxilio de alfinetes
entomoldgicos e montados em laminas contendo liquido de Hoyer para conservagdo das
estruturas. As laminas foram mantidas por 48 h em estufa a 50 °C para secagem do Hoyer e
posteriormente vedadas com verniz. Por fim, as laminas foram subdivididas em fracGes,
tombadas e depositadas colecdo de invertebrados aquaticos da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte GEEFAA — UFRN, e na colecédo de fauna subterranea da Universidade federal

do Lavras, no cento de estudos em biologia subterranea (CEBS).
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Figura 3- Exemplares capturados em cavernas da formagéo do calcario Jandaira. A- Potiberaba sp. nov. 1 (Furna Feia), B- Potiberaba sp.
nov. 2 (Pedra Lisa), C- Potiberaba sp. nov. 4 (Olho d’agua da Onga), D- Potiberaba porakuara (Olho d’agua do Teteu).

Processamento molecular

O DNA total foi extraido de individuos de cada linhagem de Potiberaba identificada
por Bento et al (2020) seguindo o numero amostral descrito na Tabela 1 para ambos 0s
marcadores, utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen). Foram obtidas sequéncias
parciais do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade | (cox1) e do RNA ribossomal
subunidade 28S, amplificadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os primers
descritos por Folmer et al (1994) e Verovnik et al (2005). Para o gene cox1, a PCR seguiu as
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 94° C durante 4 min; 35 ciclos de desnaturagdo a
94° C por 1 minuto, anelamento a 45° C por 1 minuto extensdo a 72° C durante 2 min e meio;
e uma etapa final de extenséo de 7 min a 72° C. Para 0 28S as etapas foram: desnaturacao inicial
a 94° C durante 7 min; 35 ciclos de desnaturagédo a 94° C por 45 segundos, anelamento a 55° C
por 30 segundos extensdo a 72° C durante 1 minuto; e uma etapa final de extensdo de 7 min a
72° C.

Todos os produtos de PCR foram primeiramente visualizados em gel de agarose 1,2%
e posteriormente utilizados em uma reagdo de PCR de sequenciamento utilizando o Kit “Big
DyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems). Apos a

amplificacdo, os produtos da PCR foram novamente purificados por precipitagio em
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EDTA/Acetato de sodio/etanol e analisados em um sequenciador de DNA automaético, modelo
ABI 3730-Genetic Analyzer (Applied Biosystems) no Instituto tecnoldgico Vale, na cidade de
Belém-PA.

Apds a edicdo dos eletroferogramas, as sequéncias de consenso foram alinhadas usando
ClustalW (Thompson et al. 1994) implementado no programa MEGA 7.0, seguido por inspec¢éo
visual para ajustes finais. A partir da analise de distribuicdo de haplétipos realizada com o
programa DNAsp v.5 (Librado & Rozas 2009) foi construida uma rede de hapl6tipos por meio
do software PopArt (Leigh & Bryant 2015) utilizando algoritmo de parciménia TCS Network,
de maneira que permita visualizar os passos mutacionais dentro e entre as linhagens.

Para detectar a estrutura populacional das linhagens a partir do conjunto de dados de
cox1 e 28S, utilizamos o Geneland no software R v. 3. 1. 4, que ndo necessita que as amostras
sejam associadas a espécies potenciais a priori (Guillot et al. 2005). A analise Geneland foi
baseada em um modelo de frequéncia ndo correlacionado, que é usado para delimitar
agrupamentos de possiveis linhagens distintas (Pavon-Vazquez et al. 2018), com numero
populacional minimo 1 e nimero populacional maximo 10. O modelo espacial foi selecionado
para inferir o numero de clusters em nove rodadas independentes usando 1.000.000 de iteracfes
MCMC, das quais cada 1.000 foi retido. Posteriormente um burn-in de 200 foi aplicado e a
corrida com o logaritmo médio mais alto de probabilidade posterior foi usada para calcular as
probabilidades posteriores das populagdes.

As inferéncias filogenéticas Bayesianas (BI) foram realizadas individualmente para
cada gene no *BEAST v. 2.1, utilizando amostras que representassem a diversidade haplotipica
encontrada em cada localidade para todas as linhagens, dessa forma os seguintes parametros
foram adotados: modelo de substituigdo como HKY+G e frequéncias de base como todos
iguais, e sem sitios invariaveis. O tipo de relogio selecionado foi um reldgio relaxado com taxa
de distribui¢do normal, média de 0,01, com taxa de substituicdo de 0,07% M.a para coxl e
0,035% M.a para 28S (Regier et al 2005, Lins et al 2015), e desvio padrao de 0,001. O modelo
anterior da arvore foi definido como especiagao com processo de Yule. A cadeia de Markov
Monte Carlo (MCMC) foi executada com 20.000.000 geracdes e amostrada a cada 2.000
geracgdes. Os outros pardmetros foram definidos como padrdo. Para garantir a qualidade das
simulagdes do MCMC, os valores ESS de pelo menos 200 foram verificados utilizando o Tracer
1.77 (Rambaut et a/ 2018). Em seguida, treeAnnotator v. 1.10.2 foi usado para resumir os
resultados do BEAST em uma unica arvore com burn-in de 20% e um limite de probabilidade
posterior de 0,5. Finalmente, a arvore final foi visualizada e editada em FigTree v. 1.4.4

(Rambaut 2018).
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Para as delimitacdes de linhagens, os genes cox/ e 28S foram analisados separadamente,
para cada gene quatro analises de delimita¢do de linhagem foram realizadas: ABGD (Automatic
Barcode Gap Discovery) onde as maiores distancias genéticas intraespecificas devem ser
inferiores a menor distancia genética entre individuos de espécies diferentes (Puillandre et a/
2012); GMYC (Generalized Mixed Yule-Coalescent) que usa a mudanga na taxa de ramificagao
ao longo de uma arvore filogenética para detectar a altura em que os eventos de especiacio se
transformam em coalescente (Pons et al 2006); PTP (Poisson Tree Process), que remove a
dependéncia de uma arvore ultramétrica precisa e usa o numero de substitui¢des de nucleotideos
ao invés de procurar o ponto de transi¢ao das derivagdes (Zhang et al 2013); e BPP (Bayesian
Phylogenetics and Phylogeography) (Yang et al 2015), que testa todas as topologias de arvore
de espécies possiveis, e também testa a hipotese de que qualquer combinagdo de duas ou mais
espécies propostas poderia realmente pertencer a uma unica espécie. Assim, ao contrario das
versdes anteriores do BPP, o fato de que a topologia da arvore das espécies pode mudar, elimina
a preocupacao de superestimar os limites das espécies (Leaché & Fujita 2010, Caviedes-Solis
et al 2015). Uma arvore de maxima verossimilhanga gerada no MEGA 7.0 com 1.000 foi usada
como arvore de entrada para PTP, realizado no servidor online (https://species.h-its.org/ptp/)
utilizando os parimetros padrdo. Arvores ultramétricas geradas no BEAST por inferéncia
Baesyana a partir do conjunto de dados dos dois genes foram usadas como arquivo de entrada
para as delimitacoes do GMYC, realizada no servidor online (https://species.h-its.org/gmyc/).
As analises baseadas em distancia foram realizadas através do
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html), com a largura de lacuna relativa de 1,0

€ 0s parametros restantes sem alteragdes.
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Tabela 1- Localidades onde os espécimes do género Potiberaba foram amostrados e seus respectivos numeros amostrais utilizados em cada
analise. As siglas PCA (Analise de componentes principais) e CVA (Analise de variagdo candnica) correspondem as analises morfoldgicas.
Cox1 (Citocromo oxidase subunidade 1) e 28s aos respectivos genes mitocondriais ¢ nucleares utilizados no estudo. 1. Caverna Furna Feia, 2.
Caverna Pedra Lisa, 3. Olho d’agua da Onga, 4. Caverna Crotes, 5. Poco feio, 6. Caverna da Agua, 7. Olho d’agua da Furna, 8. Troglobios, 9.
Olho d’agua do Teteu, 10. Caverna Boa, 11. Caverna Trés Lagos, 12. Olho d’agua do Cedro.

Espécie Localidade PCA/CVA COX1 28S
Potiberaba sp. nov. 1 1 7 11 7
Potiberaba sp. nov. 2 2 7 5 8
Potiberaba sp. nov. 3 3 7 6 4
Potiberaba sp. nov. 4 4 7 2 2
Potiberaba porakuara 5,6,7,8,9,10,11e12 31 39 35

Morfometria tradicional

Foram utilizadas sete laminas para cada espécie contendo as estruturas dissecadas de
individuos de Potiberaba sp. nov. 1, sete de Potiberaba sp. nov. 2, sete de Potiberaba sp. nov.
3, sete de Potiberaba sp. nov. 4, e 31 de Potiberaba porakuara. As estruturas foram mensuradas
sob estereomicroscopio com altura padronizada entre a lente e as Idminas, utilizando o software
BellCapture na funcdo de medida. Em seguida, as informagfes morfométricas foram
submetidas a analises exploratorias seguindo protocolo proposto por Zuur (2010), verificando
a normalidade, homoscedasticidade, presenca de outliers e colinearidade. Apos tratamento dos
dados, variaveis que apresentaram colinearidade para o VIF (Fator de Inflagdo da Variavel)
acima de 3.0 foram excluidas das analises posteriores, assim como outliers. Desse modo, as 12
variaveis utilizadas foram: UP3 = Pedlnculo do urépodo I1I, CFA = Comprimento do flagelo
acessorio, CA1 = Comprimento da antena I, NAA1 = Numero de articulos da antena I, P1Al =
Comprimento do pedunculo | da antena I, P2A1 = Comprimento do peddnculo Il da antena I,
P3A1 = Comprimento do peddnculo Il da antena I, U3RE = Comprimento do ramo externo do
urépodo 11, U3RI = Comprimento do ramo interno do urépodo 111, U2RE = Comprimento do
ramo externo do uropodo Il, U2RI = Comprimento do ramo interno do urépodo I, U2P =
Comprimento do pedunculo do urépodo.

Em seguida, para observagdo de possiveis tendéncias de agrupamento, os dados foram
plotados em uma analise de componentes principais (PCA) no software R. Posteriormente, para
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avaliacdo da variacéo intra e interespecifica os dados foram testados através de uma analise de
variacdo canonica (CVA), em seguida, os valores de comparacéo obtidos através da CVA foram
utilizados para elaboracdo de uma matriz de confuséo, agrupando individuos de acordo com o
grau de similaridade morfoldgica.

Ap06s a confirmacéo da distin¢do entre as especies, os caracteres morfoldgicos utilizados
por Fiser et al (2013) na descricdo de Potiberaba porakuara, contagens e medicGes de

estruturas, foram utilizados para descrever as quatro novas espécies do género.
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Resultados
Genética de populacdes

A partir do conjunto de dados multiloci, contendo o gene mitocondrial cox1, e nuclear
28S, 0 Geneland recuperou estruturacao para cinco possiveis novas linhagens (K= 5), indicando
que a hipotese de um complexo de espécies para 0 género pode ser valida. Entretanto, a
similaridade entre os picos que definem o nimero de possiveis linhagens, (K= 4 e K=5) (Figura
4) levantou a necessidade de mais analises para definicdo de quantas linhagens poderiam ser
descritas, de forma segura no presente trabalho. Dessa forma, os resultados obtidos através das
andlises posteriores serdo utilizados na definicdo de quantas linhagens serdo descritas ao final
do estudo.
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Figura 4. Mapas de probabilidade posterior para as possiveis novas linhagens de Potiberaba, gerados a partir de um conjunto de dados
nucleares e mitocondriais. Cinco clusters distintos foram sugeridos para o conjunto de dados. Cores mais claras indicam maior probabilidade
de estruturacéo genética. No primeiro agrupamento estdo representados individuos de P. porakuara, no segundo Potiberaba sp. novl, no

terceiro: Potiberaba sp. nov.3, no quatro: Potiberaba sp. nov. 2 e no quinto: Potiberaba sp. nov. 4.

Filogenia e delimitacdo de espécies

As topologias recuperadas através das arvores filogenéticas com inferéncia bayesiana,
divergiram entre genes em pontos como: suporte dos ramos, e relacdes de parentesco entre as
quatro novas linhagens de Potiberaba e P. porakuara. A topologia recuperada para o gene cox1,
indicou que P. porakuara, assim como Potiberaba sp. nov. 1, 2, 3 e 4, formam clados
monofiléticos, com altos valores de suporte (acima de 95%) para 0s ramos, exceto para
Potiberaba sp. n. 1 (Figura 5A). Para o gene nuclear 28s, os clados que foram recuperados de
modo geral ndo apresentaram suportes considerados significativos (acima de 0.9), exceto para
separacdo de Potiberaba sp. nov. 3 dos outros grupos.

Além disso, as topologias diferem quanto aos clados que foram formados. Enquanto
para cox1, P. porakuara e as quatro novas linhagens foram agrupadas em clado monofiléticos,
para 0 gene nuclear, Potiberaba sp. nov. 4 ndo forma um clado monofilético, alocado dentro
do grupo P. porakuara. As relacdes de parentesco para os dois genes também foram destoantes
em alguns pontos, a topologia para cox1 indica maior proximidade entre Potiberaba sp. nov. 3
e sp. nov. 2 enquanto para 28s, Potiberaba sp. nov. 3 é classificado como grupo irmédo de
Potiberaba sp. nov. 1, para cox1 observa-se maior proximidade entre Potiberaba sp. nov. 1 e 0
grupo P. porakuara, enquanto para o gene nuclear, Potiberaba sp. nov. 2 € o grupo mais
aparentado a P. porakuara, que para 28s, inclui Potiberaba sp. nov. 4. (Figura 5 AB).

As andlises de delimitacao de linhagens do conjunto de dados de Potiberaba porakuara
e Potiberaba sp. nov. 1, 2, 3 e 4, para o gene mitocondrial cox/ foram congruentes, exceto para
ABGD, que indicou a existéncia de quatro linhagens, GMYC e PTP, ainda que fracionando em
duas linhagens as amostras de P. porakuara, indicaram de forma similar a existéncia das outras
quatro linhagens, similar a isso, BPP indicou a presenca de quatro linhagens, entretanto,
considerou todas as amostras de P. porakuara como uma unica linhagem (Figura 5A). Ja para
0 28S, os métodos ndo delimitaram Potiberaba sp. nov. 4 como uma linhagem distinta,
sugerindo a existéncia de quatro, incluindo Potiberaba sp. nov. 4 dentro de P. porakuara
(Figura 5A e 5B). De modo geral, as delimitagdes com ambos os genes indicam a presenca de
quatro ou cinco linhagens de Potiberaba, assim como observado no Geneland, com alta

probabilidade dos clusters recuperados pelo Geneland serem de fato, espécies distintas.
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Figura 5. A- Arvore com inferéncia Bayesiana e testes de delimitacéo de linhagens (ABGD, GMYC, PTT e BPP) para as linhagens do género
Potiberaba utilizando o marcador mitocondrial cox 1, os circulos coloridos representam as diferentes linhagens, os valores proximos aos ramos
indicam o suporte obtido para cada um deles. B- Arvore com inferéncia Bayesiana e testes de delimita¢éo de linhagens (ABGD, GMYC, PTT
e BPP) para as linhagens de Potiberaba utilizando o marcador nuclear 28S, as cores representam as diferentes linhagens seguindo o mesmo
padrdo da arvore A.

Diversidade Haplotipica

Para ambos os genes analisados, P. porakuara apresenta maior diversidade haplotipica
em relacdo as outras linhagens, contendo 17 hapl6tipos de coxl, compartilhados entre as
localidades, Potiberaba sp. nov. 1 contendo um hapldtipo, Potiberaba sp. nov. 2 trés,
Potiberaba sp. nov. 3 um e Potiberaba sp. nov. 4 dois (Tabela 2). Excedo para P. porakuara,
as possiveis novas espécies apresentam haplétipos unicos, sem compartilhamento com outras
localidades, como encontrado em P. porakuara. O 28S se mostrou menos diverso para todas as
linhagens, com 14 haplotipos distribuidos entre as cinco. Similar ao observado para coxl,
existem haplétipos exclusivos em cada uma das novas linhagens, e compartilhamento entre as
localidades de P. porakuara. Associado a isso, as possiveis novas linhagens apresentam entre
si e P. porakuara grande nimero de passos mutacionais para o gene cox1, também encontrado

para o 28S, ainda que em menor grau (Figura 6A e B).
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Localidade Nome Lat/Long Espécie HapCox1 Hap28S Voucher

1 Furna Feia 05°02' 11" 37°33'36" Potiberaba sp nov. 1 1 1 GEEFAA-1386
2 Pedra Lisa 05°02'43" 37°31'18" Potiberaba sp. nov. 2 2,3,4 2,3,4,5 GEEFAA-1387
3 Olho d'4gua da Onca 05°28'35" 37°16'50" Potiberaba sp. nov. 3 5 6,7,8 GEEFAA-1388
4 Crotes 05°33'38" 37°39'31" Potiberaba sp. nov. 4 6,7 9 GEEFAA-1394
5 Poco Feio 05°29' 15" 37°33'33" Potiberaba porakuara 8,9, 10, 11, 12 10 GEEFAA-1390
6 Caverna da Agua 05°29'43" 37°32'43" Potiberaba porakuara 13,14 11 GEEFAA-1391
7 Olho d‘4gua da Furna 05°28'50" 37°32'29" Potiberaba porakuara 9, 10,15,16 12 GEEFAA-1392
8 Caverna Troglébios 05°33'24" 37°39'40" Potiberaba porakuara 16, 17 13 GEEFAA-1393
9 Olho D'agua do Tetéu 05°34' 02" 37°40'13" Potiberaba porakuara 18,19, 20 12 GEEFAA-1394
10 Caverna boa 05°33'59" 37°41'52" Potiberaba porakuara 20 14 GEEFAA-1395
11 Gruta Trés Lagos 05°35'34" 37°41'12" Potiberaba porakuara 19,21, 22,23 14 GEEFAA-1396
12 Olho d'4gua do Cedro 05°12'01" 37°46'34" Potiberaba porakuara 8,24 - GEEFAA-1397

Tabela 2- Locais de amostragem de Potiberaba e distribui¢do haplotipica (Hap) para o gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade 1

(cox1), e para o gene nuclear 28S. Os nimeros em HapCOX1 e Hap28S, representam os hapldtipos encontrados para cada gene em cada

linhagem.
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Figura 6. A — Rede de haplétipo para o gene mitocondrial citocromo oxidase 1 (cox1), B — rede de haplétipos para o gene nuclear 28S. Ambos
0s conjuntos de dados séo de localidade de Potiberaba sp. nov. 1, 2, 3 e 4, além de Potiberaba porakuara. Em preto Potiberaba sp nov. 1, em

rosa Potiberaba sp. nov. 2, amarelo Potiberaba sp. nov.3, em azul Potiberaba sp. nov. 4, e em vermelho Potiberaba porakuara.
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Anélises morfologicas

Os resultados obtidos através da PCA revelam tendéncias de separacdo morfoldgica
entre as cinco linhagens, com pouco distanciamento dos pontos diante de seus centros de
dispersdo, assim como o baixo grau de deformacdo da elipse e a ndo interse¢éo delas, indicando
baixa variacdo intraespecifica em detrimento da variacdo interespecifica. A porcentagem de
explicacdo da variacdo obtida através da soma dos dois eixos da PCA, explica 95.5% da
variacdo observada, entretanto, ha discrepancia quanto aos valores de explicacdo de cada eixo
(Figura 7A).

As parti¢Oes entre Potiberaba sp. nov. 1, 2 e 3, observadas no eixo Y, podem levar ao
entendimento de grande divergéncia entre as linhagens, entretanto, o eixo corresponde a apenas
17,4% da varia¢do. Tomando como pressuposto o baixo valor de explicacdo do eixo, a variacao
entre essas linhagens pode ser menor do que aparenta. Por outro lado, as parti¢cfes ocasionadas
pelo eixo X, que corresponde a 75,3% de explicagédo da variacdo, podem refletir de forma mais
fidedigna a variacdo fenotipica. Observando as divisdes, trés das quatro novas linhagem foram
agrupadas opostas a Potiberaba porakuara, indicando diferencas mais acentuadas entre essas
linhagens e P. porakuara. Apenas Potiberaba sp. nov. 4 ndo seguiu 0 mesmo padréo de
particdo, sendo essa, linhagem com ocorréncia mais proxima do conjunto de cavernas que
abrigam P. porakuara (Figura 7A), mas ainda assim, mostrando haver diferenca frente P.
porakuara e as outras linhagens. Ainda na PCA, os loads de importancia das variaveis
morfoldgicas indicam que estruturas como os uropodes (Ull e UIII), de modo geral, tiveram os
maiores pesos na separacao de grupos em ambos 0s eixos.

O padrao de dispersdo e particdo observado no grafico da CVA, através dos eixo
Y (53,2% da variacdo) e Y (42,5% da variacdo) indica, assim como na PCA, que as cinco
linhagens apresentam divergéncia quanto aos caracteres analisados, em maior grau, em
estruturas como antenas e urépodes, e em menor graus em estruturas como gnatépodos, gerando
agrupamentos entre individuos co-especificos, com pouco distanciamento do centro de
dispersdo e baixo grau de deformacéo das elipses para as quatro novas linhagens, indicando
baixa variacdo intraespecifica e maior diferenciacdo entre os grupos. Entretanto, a anélise
indicou maior ocorréncia de variacao intraespecifica em P. porakuara, com pontos dispersos
em relacdo ao seu centro de dispersao, e grande deslocamento da elipse (Figura 7B). Os valores
de significancia intra e interespecifica reforgam a distingdo morfoldgica entre as linhagens, com
valores significativos entre os cinco grupos (p<0.05), e baixos valores de significancia nas

comparacg0es (p>0.05) intraespecificas (Tabela 3).
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Através das informacdes obtidas por meio das andlises e inferéncias moleculares,
delimitacBes de linhagens, populac@es, e inferéncias morfoldgicas, o estudos se propés a
descrever quatro novas linhagens de Potiberaba, considerando Potiberaba sp. nov. 4 como uma
nova linhagem, uma vez que, apesar de ndo ser designada como um grupo distinto de P.
porakuara para o marcador nuclear, as outras informagGes moleculares, assim como as
evidéncias morfoldgicas fornecem subsidios para que Potiberaba sp. nov. 4 seja descrita como
uma nova espécie.
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Figura 7. A- Andlise de Componentes Principais (PCA) com as cinco linhagens de Potiberaba utilizando as variaveis morfolégicas: : UP3 =
Pedtnculo do urépodo 111, CFA = Comprimento do flagelo acessério, CA1 = Comprimento da antena |, NAA1 = Numero de articulos da

antena I, PLA1 = Comprimento do pedinculo I da antena I, P2A1 = Comprimento do pedinculo Il da antena I, P3A1 = Comprimento do
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pedinculo 11 da antena I, USRE = Comprimento do ramo externo do urépodo |11, U3RI = Comprimento do ramo interno do urépodo |11, U2RE
= Comprimento do ramo externo do urépodo Il, U2R1 = Comprimento do ramo interno do urépodo I, U2P = Comprimento do pedinculo do

urépodo. B- Andlise de Variagdo Candnica (CVVA), entre as cinco linhagens de Potiberaba utilizando as variaveis morfoldgicas aplicas na PCA.

Tabela 3- Valores de significancia obtidos através da CVA (Analise de variacdo candnica) em comparacdes intra e interespecificas para o

conjunto de dados morfoldgicos de Potiberaba. Valores inferiores a 0.05 foram considerados significativos na analise.

P. porakuara Potiberaba sp nov .1 Potiberaba sp. nov. 2 Potiberaba sp. nov. 3 Potiberaba sp. nov. 4
P. porakuara 0 0.0366 0.0128 0.0153 0.0205
Potiberaba sp. nov. 1 0.0166 0 0.0310 0.0105 0.0010
Potiberaba sp. nov. 2 0.0122 0.0281 0 0.0101 0.0013
Potiberaba sp. nov. 3 0.0153 0.0015 0.0015 0 0.0010

Potiberaba sp. nov. 4 0.0205 0.0101 0.0120 0.0012 0
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Descricao das novas espécies do género Potiberaba

Ordem: Anfipoda
Familia: Mesogammaridae
Género: Potiberaba

Potiberaba sp. nov. 1

Hold6tipo: Fémea ovigera, 2.5mm (tamanho corporal), capturada na caverna Furna Feia, em
20/V1/ 2019. Coletores: Diego de Medeiros Bento (Bento, D. M), Rodrigo Lopes Ferreira
(Ferreira, L. F) e Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha, M. A. L) e Lindsey Hellmann
(Hellmann, L). Fixada em lamina. Voucher: GEEFAA 1386.

Paratipos: Dez fémeas ovigeras, capturadas na caverna Furna Feia, na mesma data e pelos
mesmos coletores dos holdtipos. Voucher: GEEFAA 1391. Quatro Fémeas ovigeras coletadas
em 16/X11/2020, coletores: Diego de Medeiros Bento (Bento, D. M), Matheus Arthur Lucio da
Rocha (Rocha, M. A. L), Valéria Fonseca Vale (Vale, V. F). Voucher: GEEFAA 1398. 15
fémeas ovigeras coletadas em 03/V1/2021, coletor: Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha,
M. A. L). Voucher: 1399.

Diagnose: Mandibula esquerda com 6 denticulos, dactilo do gnatépode Il reduzido e

pedunculo do urépode I maior que o do urépode I.

Localidade tipo: A Gruta da Furna Feia, localizada no municipio de Baraina (Rio Grande do
Norte), inserida no Parque Nacional da Furna Feia (PNFF) (05°02' 11" 37°33'36"). A caverna

tem uma grande entrada vertical que da acesso a espagosos corredores na porcao inicial da
caverna, afunilando em regides mais profundas. Na parte medial e final, h4 pocas formadas por
gotejamento, bem como pocas formadas por afloramento de agua que abrigam invertebrados
como, anfipodes, isopodes e planarias. Detritos organicos entram na caverna através de
morcegos (principalmente morcegos insetivoros (Lonchorhina aurita e Desmodus rotundus),
formando depoésitos de guano que sdo usados como fonte de alimento pela fauna local. Nos
locais onde realizamos a amostragem, encontramos uma grande quantidade de anfipodes

associados ao substrato formado por cascalho e lama, bem como associados ao material vegetal
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em decomposicdo. A maioria dos individuos foi coletado diretamente do substrato, no entanto,

alguns foram removidos dos fragmentos vegetais em decomposicao.

Descricdo da fémea (machos ndo foram encontrados).

Corpo. Incolor; sem olhos. Aproximadamente 2.5 mm de comprimento. L6obulo da cabega mal
desenvolvido; sinus da antena raso. Telson completamente fissionado; I6bulos retangulares e

largos, regido apical com duas cerdas.

Antena I-11 - Antenas I-11 Longas; tanto quanto o corpo ou mais. Segmentos pedunculares nas
proporcdes 1: 0,90: 0,47; articulos pedunculares com seis cerdas faciais cada; cinco distais no
articulo I, trés no articulo 1l e uma no Ill. Flagelo acessorio uniarticulado, mais longo que o
primeiro articulo flagelar, duas cerdas subapicais. 22 articulos no Flagelo principal;
aproximadamente o dobro do tamanho do pedinculo. Calceolis ausentes. Comprimentos das
antenas | e Il nas proporcdes 1: 0,43. Antena Il Segmentos pedunculares quatro e cinco de

comprimento aproximadamente iguais; ambos com quatro cerdas. Flagelo com 11 articulos.

Partes da boca - Seis dentes no incisor da mandibula direita, lacinia com seis dentes e uma
cerda. Molar bem desenvolvido, triturativo. Seis dentes no incisor da mandibula esquerda.
Placas de denticulos na lacinia, processo molar bem desenvolvido, triturativo. Segmentos do
palpo nas proporcées 1: 2,5: 1,9; segmento proximal com quatro cerdas distais, segmento médio
com trés cerdas simples, varias cerdas no segmento distal. Maxila esquerda e direita
semelhantes entre si; placa interna aproximadamente triangular, com pequenas cerdas; placa
externa larga, com oito espinhos; palpo maxilar biarticulado, articulo distal com trés cerdas
espiniformes, uma cerda simples. Maxila Il bilobada, I6bulo interno mais curto que o externo;
coberto por cerdas na regido facial, uma cerda curvada na regido apical; l6bulo externo com
varias cerdas. Maxilipede com lobulo interno bem desenvolvido e largo; com quatro cerdas
espiniformes apicais, varias cerdas simples, l6bulo externo com sete cerdas espiniformes, varias
cerdas simples. Palpo articulado na razdo 1:1,8:1,2:0,89, articulo proximal com uma cerda;

segundo articulo com varias cerdas pequenas.

Placas coxais I-1V. Placas coxais I-IV com larguras ( comprimento anteroposterior) de 0,62,
0,55, 0,79, 0,95. Placas coxais I-ll sub-quadradas; placas Ill1-1V irregulares e céncavas. Ao

longo das margens antero-distais de uma a quatro cerdas, na | coxa trés cerdas faciais. Branquias
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I1-V ovoides, ligeiramente maiores até branquia IV que se estende além da base, branquia V
curta. Placas coxais V-VII sem l6bulos distintos, VV com quatro cerdas ao longo da margem

anterior, VI com uma cerda anterior; uma postero-ventral; VIl com cerda Unica.

Gnatopodes I-11. Base | alongada, duas cerdas marginais anteriores; trés posteriores; isquio
com cerda postero-facial; cinco cerdas posteriores no mero; carpo ligeiramente triangular, uma
cerda facial, seis cerdas plumosas antero-marginais; propodo subretangular, margens anteriores
e posteriores sub-ovais, largura : comprimento 1: 2,08; palma ligeiramente obliqua, seis cerdas
antero-marginais, trés postero-marginais, quatro faciais. Canto palmar com duas cerdas
espiniformes. Dactilo bem desenvolvido; um pouco mais longo que uma palma. Base Il mais
alongada do que a base I, uma cerda posterior e uma anterior; isquio com uma cerda postero-
distal; mero com quatro cerdas postero-distais; carpo alongado, duas cerdas anteriores, quatro
fileiras obliquas de cerdas posteriores. Propodo estreito, afunilando distalmente, margem

anterior convexa, margem posterior reta, trés cerdas antero-marginais, dactilo reduzido.

Peredpodes I11-1V. Igualmente longos, com cerdas espacadas ao longo de todos os articulos,
presentes ao longo das margens anteriores e posteriores; dactilo bem definido; duas pequenas
cerdas dorsais; duas espiniformes ventrais.

Peredpodes V-VII. Pere6podes V: VI: VII nas proporcoes 1:1,8:1,8. Bases ovoide, margens
anteriores e posteriores ligeiramente convexas. Base V com quatro cerdas posteriores e duas
anteriores; base VI com quatro cerdas posteriores e quatro anteriores; base VII com quatro

cerdas anteriores e quatro posteriores.

Uropodes. Urépode | pedunculo: ramo interior: ramo externo 1: 0,77: 0,86; pedunculo com
quatro cerdas espiniformes laterais, distalmente dilatado, ramo interno: ramo externo nas
proporcdes 1:0,88, ramo externo com sete cerdas espiniformes dorsais, quatro apicais; ramo
interno com trés cerdas dorsais, trés apicais, Ramos do urépodo Il pontiagudos, ndo excedendo
0 urépodo 1. Urépodo Il alongado, pedinculo com trés cerdas espiniformes, duas cerdas
plumosas. Ramo interno com quatro grupos laterais mistos de cerdas plumosas e espiniformes,
quatro cerdas espiniformes apicais. Ramo externo com quatro grupos laterais de cerdas

espiniformes. Ramo interno: ramo externo nas proporcdes 1:0,94.



Figura 8- Pecas bucais de Potiberaba sp. 1. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1, C e D- Mandibula.
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Figura 10- Gnatopodes | e 11 e Potiberaba sp. 1. A- Gnatopode | e B- Gnat6pode II.
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Figura 11- Urépodes e pledpode de Potiberaba sp. 1. A — C urdpodes | -111, D- pleépode Il, E- cerdas plumosas do urdpode I, F- cerdas e

espinhos do urépode 1.
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Potiberaba sp. nov. 2

Ordem: Anfipoda
Familia: Mesogammaridae

Género: Potiberaba

Hol6tipo: Fémea intacta, 6.0 mm de comprimento, capturada na caverna Pedra Lisa,
20/V1/2019. Coletores: Diego de Medeiros Bento (Bento, D. M), Rodrigo Lopes Ferreira
(Ferreira, L. F), Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha, M. A. L) e Lindsey Hellmann
(Hellmann, L). Fixada em lamina. Voucher: GEEFAA 1387.

Paréatipos: Cinco fémeas ovigeras, capturadas na caverna Pedra Lisa, na mesma data e pelos
mesmaos coletores dos hol6tipos. Voucher: GEEFAA 1392. Seis Fémeas ovigeras coletadas em
16/X11/2020, coletores: Diego de Medeiros Bento (Bento, D. M), Matheus Arthur Lucio da
Rocha (Rocha, M. A. L), Valéria Fonseca Vale (Vale, V. F). Voucher: GEEFAA 1400. Duas
fémeas ovigeras coletadas em 03/V1/2021, coletor: Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha,
M. A. L). Voucher: 1341.

Diagnose: Diagnose: Mandibula esquerda com oito denticulos, dactilo reduzido do gnatépode

I1 com uma cerda apical, e pedinculo do urépode Il enquanto o peddnculo do urépode I.

Localidade tipo: Endémica da caverna Pedra Lisa, localizada no municipio de Mossord,
inserida no Parque Nacional da Furna Feia (PNFF) (05° 02' 43" 37°31' 18"). O local esta em
uma area cercada por mata, com dois acessos as zonas de ocorréncia dos animais. A cavidade
apresenta grande variagdo quanto ao volume de agua entre as estacdes, sendo inundada na
estacdo chuvosa, conectando todas as regides da cavidade, e secando parcialmente durante a
estacdo seca. Os animais foram capturados num local de solo predominantemente lamoso, com
a presenca de raizes criando diversos micro habitats, além disso, espécies também ja foram
encontrados ocupando material vegetal em decomposi¢do. Além de anfipodes do género
Potiberaba, espécimes de do género de anfipodes Seborgia, isopodes e planarias trogldbias

também sdo encontrados na localidade.
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Descrigdo da fémea (machos nao foram registrado para a espécie).

Corpo. Incolor e sem olhos, aproximadamente 6,0 mm. Lobulo da cabeca mal desenvolvido;
sinus antenal raso. Pleonitas sem cerdas. Margens ventrais concavas; margens posteriores
ligeiramente sinuosas nas placas I-11 e reta na placa I11. Margens posteriores e ventrais de placas
epimerais com cerda Unica. Urosomitos I-111 livre, cada um com até cinco cerdas ao longo das
margens dorsoposteriores. Telson com fissura até a base, cada Iébulo retangular e

aproximadamente tdo largo quanto o comprimento, apicalmente com duas cerdas.

Antenas | e I1- Antena | - longa; tanto quanto corpo ou mais. Segmentos pedunculares nas
proporcdes 1:1:0,60; trés cerdas faciais em cada articulo peduncular. Flagelo acessorio
uniarticulado; um pouco mais longo do que o primeiro articulo flagelar. 31 articulos no Flagelo
principal com 31 articulos; aproximadamente o dobro do tamanho do peddnculo. Calceolis
ausentes. Comprimentos da antena | e Il na proporgdo 1:0,46. Antena Il - Os segmentos
pedunculares quatro e cinco de comprimento aproximadamente iguais, cinco cerdas faciais
ambos os articulos. Flagelo com dez articulos; aproximadamente 1,1 vezes maior do que 0s

articulos pedunculares quatro e cinco juntos.

Partes da boca- Oito dentes no incisor da mandibula direita, molar bem desenvolvido;
triturativo. Oito dentes no incisor da mandibula esquerda; processo molar bem desenvolvido.
Relacdo de comprimento dos segmentos do palpo 1:1,5:1,3. Maxila esquerda e direita
semelhantes; placa interna aproximadamente triangular; placa externa ampla, com sete
espinhos; maxilar biarticulado; com cinco cerdas. Maxila Il bilobada; I6bulo interno mais curto
do que o externo; cerdas plumosas em ambos; I6bulo interno bem desenvolvido; largo; com
quatro cerdas médio-distais, quatro apicais, e varias cerdas na regido facial; seis espinhos
apicais no lébulo externo; cinco cerdas mesio-submarginais e quatro cerdas marginais. Palpo
articulado na razdo 1:1,8:1,2:0,89, articulo sem cerda, trés cerdas mesiais no dactilo. Lobulo

interno do labium mal desenvolvido.

Placas coxais I-1V medindo em largura: 0,63, 0. 57,0. 78 e 0. 91 (distancias dorsoventrais).
Placas coxais I-1l sub quadradas, placas I11-1V irregulares; margem ligeiramente concava. De
uma a seis cerdas nas margens anteriores, cerdas faciais na coxa. Branquias 11-V pedicelarias e
ovoides. Placas coxais V-VII sem Iébulos distintos, quatro cerdas na margem anterior e uma
cerda posteroventral na V. Uma cerda anterior nas VI e VII. Oostegitos em peredpodes I, 111,
IVeV.
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Gnatopodes I-11. Base | alongada e lisa; isquio liso; quatro cerdas simples no mero; carpo
triangular, quatro cerdas irregulares na lateral da base; propodo similar ao gammaride, margens
anteriores e posteriores subquadradas, proporcdo largura-comprimento 1: 1,8; palma
ligeiramente obliqua; seis cardas submarginais e trés anteroapicais na margem anterior, linha
de quatro cerdas na margem posterior; sete espinhos na palma. Dactilo bem desenvolvido; um
pouco mais longo que a palma. Base Il mais alongada do que a base I; com uma cerda anterior
e uma posterior; isquio com uma cerda facial, mero com uma cerda facial; quatro médias-
posteriores; carpo alongado, 1/2 da base e aproximadamente duas vezes maior que o prépodo
I1; com duas cerdas anterodistais, e duas linhas obliquas de cerdas posteriores. Propodo estreito,
afunilando distalmente, margem anterior convexa, margem posterior reta; com duas cerdas;
margem anterior com quatro cerdas; margem posterior com seis cerdas submarginais; dactilo

reduzido.

Peredpodes I11-1V. Igualmente longos com cerdas ao longo das margens anteriores e
posteriores de todos os articulos, dactilo bem definido.

Peredpodes V-VII. Peredpodes V: VI: VII com proporcdes 1:1,6:1,7. Bases ovoides; 12 cerdas
nas margens anteriores e posteriores; convexas, seis cerdas nas margens anteriores. Todos 0S
articulos entre isquio e propodo com grupos de cerdas; prépodos V-VII com quatro, oito, quatro
conjuntos de cerdas. Déctilo robusto; com cerdas; cada dactilo com quatro, seis, quatro cerdas.

Déctilo do peredpodo VII com 0,13 de comprimento do prépodo.

Uropodes- Uropode | ramo interno: ramo externo com proporgdes: 0,75:0,86; ramo interno
arredondado; seis cerdas dorsais no ramo externo; quatro espinhos apicais; quatro cerdas no
ramo interno. Uropode II; ramos pontiagudos e ndo excede o comprimento do urépodo I.
Uropode 111 com ramos em forma de vara. Quatro grupos laterais de cerdas no ramo interno;
cinco cerdas espiniformes apicais; quatro grupos laterais de cerdas espiniformes no ramo
externo com; duas mesiais; cerdas no articulo distal; cinco espinhos apicais. Ramo externo:

ramo interno como 1: 0,95, articulo distal com 0,34 do artigo proximal.



Figura 12- Pecas bucais de Potiberaba sp. 2. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1, C- E mandibula e molar.
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Figura 13- Peredpodes | — V de Potibaraba sp. 2.
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Figura 14- Gnat6podes | e 11 e Potiberaba sp. 2. A- Gnat6pode | e B- Gnat6pode II.
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Figura 15- Urépodes e pledpode de Potiberaba sp. 2. A — C urdpodes | -111, D- pledpode Il, E- cerdas plumosas do urdpode I, F- cerdas e

espinhos do urépode 1.



44

Potiberaba sp. nov. 3

Ordem: Anfipoda
Familia: Mesogammaridae

Género: Potiberaba

Holotipo: Fémea intacta, 4.0mm de comprimento, capturada na localidade Olho d’agua da
onca, em 20/V1/2019. Coletores: Diego de Medeiros Bento (Bento, D. M), Rodrigo Lopes
Ferreira (Ferreira, L. F), Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha, M. A. L) e Lindsey Hellmann
(Hellmann, L). Fixada em lamina. Voucher: GEEFAA 1388.

Paratipos: Sete fémeas; quatro ovigeras, trés juvenis, capturadas na localidade Olho d’agua da
Onca, na mesma data e pelos mesmos coletores dos holétipos.  Voucher: GEEFAA 1393.
Oito Fémeas ovigeras coletadas em 16/X11/2020, coletores: Diego de Medeiros Bento (Bento,
D. M), Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha, M. A. L), Valéria Fonseca Vale (Vale, V. F).
Voucher: GEEFAA 1341. Oito fémeas ovigeras coletadas em 03/V1/2021, coletor: Matheus
Arthur Lucio da Rocha (Rocha, M. A. L). Voucher: 1342.

Diagnose: Mandibula esquerda com oito denticulos, dactilo do gnatépode Il reduzido com duas

cerdas na base, pedunculo do urépode 111 maior que o do urépode I.

Localidade tipo: Endémica da localidade Olho d’Agua da Onga (05° 28' 35" 37° 16' 50"), a
espéecie é encontrada em pequenas pocgas formadas por afloramentos de agua subterranea,
geralmente encontradas sob rochas calcérias. As pocgas apresentam solo predominantemente
lamoso, com presenca de cascalho e preenchidas com gramineas aquaticas. Além de anfipodes,
planarias trogldbias também ja foram registradas no local. A localidade situa-se proxima de
areas utilizadas para retirada de agua para agricultura e pesca. Em época chuvosa, as pogas
podem ser conectadas com um riacho proximo, proporcionando que predadores como peixes e

macro crustaceos tenham acesso aos anfipodes.
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Descrigdo da fémea (Machos nédo foram encontrados na espécie)

Corpo. Incolor e sem olhos, aproximadamente 4,0 mm. Lébulos da cabeca mal desenvolvido;
sinus da antena raso. Pleonitas sem cerdas. Placas epimerais I-111 pds-angulares; margens
ventrais cOncavas; margens posteriores sinuosas nas placas I-1l e reta na placa Ill. Margens
posteriores das placas epimerais com cerda unica. Urosomitos I-111 livres, cada um com até
cinco cerdas. Telson fissionado até a base, cada I6bulos retangular e aproximadamente tao largo

quanto o comprimento com duas cerdas apicais.

Antenas |- Longa; tanto quanto corpo ou mais. Segmentos pedunculares na proporgéo
1:0,97:0,49; cinco cerdas faciais nos articulos peduncular. Flagelo acessério uniarticulado;
mais longo do que o primeiro articulo flagelar; quatro cerdas apicais em cada articulo flagelar.
Flagelo principal com 30 articulos, aproximadamente o dobro do tamanho do pedunculo.
Calceolis ausentes. Comprimentos da antena | e Il na razdo 1:0,39. Antena Il - 0s segmentos
pedunculares quatro e cinco de comprimento aproximadamente iguais, ambos os articulos com
até seis cerdas faciais e dez distais. Flagelo com 11 articulos, aproximadamente 1,09 vezes

maior do que os articulos pedunculares quatro e cinco juntos.

Partes da boca- Sete dentes no incisor da mandibula direita, molar desenvolvido; triturativo.
Oito dentes no incisor da mandibula esquerda; molar desenvolvido; triturativo. Relacdo de
comprimento dos segmentos do palpo 1:2,6:1,4; segmento proximal sem cerda. Maxila
esquerda e direita semelhantes; placa interna triangular; presenca de inumeras cerdas; o0ito
espinhos na placa externa; maxilar biarticulado. Maxila Il bilobada, I6bulos internos mais curto
do que externo; cerdas na regido distal dos lobulos extenos. Lébulos internos bem
desenvolvidos; varias cerdas minusculas faciais; I6bulos externos com seis espinhos apicais,
cinco cerdas submarginais; quatro cerdas latero-marginais. Palpo articulado; razéo
1:2,3:1,7:0,78, articulo proximal-sem cerda; segundo articulo com cerda lateral; prépodo com
cerdas distais e laterais em grupos mal definidos, dactilo com trés cerdas. Labium com lobulos

interno mal desenvolvido.

Placas coxais I-1V com larguras 0,61, 0,71, 0,63 e 0,89. Placas coxais I-11 sub quadradas, placas
I11-1VV em forma irregular com margem concava. Ao longo das margens antero-distais de uma
a seis cerdas, na coxa poucas cerdas faciais. Branquias I1-V ovoides, progressivamente maiores

até branquia IV, branquia V curta. Placas coxais V-VII sem Iébulos distintos, V com quatro
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cerdas ao longo da margem anterior; VI com uma cerda anterior e uma posteroventral; VII com

cerda Unica. Oostegitos em peredpodes I1-V1.

Gnatopodes I-11. Base | alongada, duas cerdas marginais anteriores; trés posteriores; uma
cerda posterior no isquio; seis cerdas espacadas no mero; carpo aproximadamente triangular,
com uma cerda distal; duas cerdas faciais, linha marginal com seis a onze cerdas; prépodo de
forma gammaroide; margens anteriores e posteriores sub-quadradas, largura : comprimento
sendo de 1: 1,69; palma ligeiramente obliqua; margem anterior com trés cerdas submarginais;
trés anteromarginais, margem posterior com uma fileira de seis cerdas submarginais e duas
faciais; canto palmar definido; com duas cerdas espiniformes. Dactilo bem desenvolvido; um
pouco mais longo que a palma, com cerda Unica. Base Il mais alongada do que a base I, com
duas cerdas anteriores e duas posteriores; isquio com cerda facial, mero com uma cerda facial
e uma cerda posterodistal; carpo alongado, 1/2 da base e duas vezes maior que o prépodo II;
trés cerdas anteriores; Propodo estreito; afunilando distalmente; margem anterior convexa;
margem posterior reta; margem anterior com cerdas submarginais; regido medial com trés

cerdas, margem posterior com trés cerdas submarginais; trés faciais, dactilo reduzido.

Peredpodes I11-1V. Igualmente longos; com cerdas nas margens anteriores e posteriores de
todos os articulos; dactilo bem definido; duas cerdas dorsais; duas cerdas espiniformes ventrais.
Peredpodes V-VII. Peredpodes V: VI: VII com proporcbes 1:1,4:1,3. Bases ovoides; sem
I6bulos distais; margens anteriores e posteriores ligeiramente convexas; com quatro, cerdas
posteriores; margens anteriores com sete cerdas. Todos os articulos entre isquio e propodo com
grupos de cerdas espiniformes anteriores e posteriores; propodo V-VII com quatro cerdas.
Déctilo bem desenvolvido, com cerdas dorso-proximais e dorso-distais; cada dactilo com trés

cerdas ventrais.

Uropodes- Uropodo | ramo interno: ramo exterior com propor¢oes 0,75: 0,89. Urépodo | com
ramo distal alongado e arredondado; ramo externo aproximadamente 0,86 maior que 0 ramo
interno; ramo externo com dez cerdas dorsais; quatro espinhos apicais; ramo interno com trés
cerdas espiniformes dorsais. Urépodo Il com ramo pontiagudo e ndo excede o comprimento do
urépodo I, contendo varias cerdas. Urépodo 11 com ramo em forma de vara. Ramo interno com
cinco grupos laterais de cerdas espiniformes, articulo proximal do ramo externo com cinco
grupos laterais de cerdas; articulo distal com cerdas bem desenvolvidas, e cinco espinhos
apicais. Ramo externo: ramo interno com proporcdes 1: 0,94, articulo distal mede 0,32 do

articulo proximal.



Figura 16- Pecas bucais de Potiberaba sp. 3. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1, C- D mandibula e molar.
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Figura 17- Peredpodes | — V de Potibaraba sp. 3.
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Figura 18- Gnatdpodes | e Il e Potiberaba sp. 3. A- Gnatopode | e B- Gnatdpode II.
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Figura 19- Urépodes e pledpode de Potiberaba sp. 3. A — C urdpodes | -111, D- pledpode Il, E- cerdas plumosas do urdpode I, F- cerdas e

espinhos do urépode 1.
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Potiberaba sp. nov. 4

Ordem: Anfipoda
Familia: Mesogammaridae

Género: Potiberaba

Holdtipo: 1 fémea, capturada na localidade Crotes, em 20/V1/2021. Coletores: Diego de
Medeiros Bento (Bento, D. M), Matheus Arthur Lucio da Rocha (Rocha, M. A) e Carolina
Puppin Golcalves (Goncalves, C. P). Fixada em lamina. Voucher: GEEFAA 1394.

Diagnose: Mandibula esquerda com oito denticulos, dactilo reduzido do gnatépode Il com trés
cerdas na base, e pedinculo do urépode Il enquanto o pedinculo do urépode I.

Localidade tipo: Endémica da caverna Crotes (05° 33' 38" 37° 39' 31y, a espécie ocorre em
uma regido proxima das localidades onde P. porakuara é registrado. Os animais sao
encontrados em um pequeno lago formado por agua epicarstica, que escorre de uma regido mais
elevada e profunda da caverna, em uma regido isolada sem conexdo aparente com outros pontos
dela. O local apresenta solo predominantemente pedregoso, com auséncia de qualquer material
vegetal ou guano, com pouca matéria organica disponivel para fauna local. Além de anfipodes,
planérias e is6podes troglébios ja foram registrados na localidade.

Descrigdo da fémea (machos ndo foram encontrados na espécie)

Corpo. Incolor; sem olhos, aproximadamente 5.6 mm. Lobulo da cabeca mal desenvolvido;
sinus altenal raso. Margem posterodorsal de cada pleonita sem cerda. Placas epimerais I-111
p6s-angulares; margens ventrais de retas; margens posteriores ligeiramente sinuosas nas placas
I-1l e reta na placa. Margens posteriores e ventrais de placas epimerais com cerda Unica.
Urossomitos I-111 livres, cada um com até quatro cerdas minusculas ao longo das margens
dorsoposteriores. Telson fissionado até a base, cada I6bulo retangular e aproximadamente t&o

largo quanto o comprimento.

Antena |- longa, tanto quanto corpo ou mais. Segmentos pedunculares nas proporc¢des 1:1:0,81;

seis cerdas em cada articulo peduncular. Flagelo acessério uniarticulado, um pouco mais longo
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do que o primeiro articulo flagelar, quatro cerdas subapicais. 32 articulos no flagelo principal,
aproximadamente o dobro do tamanho do pedunculo. Presenca de calceolis. Comprimentos da
antena | e Il na proporcdo 1:0,48. Antena Il- segmentos pedunculares quatro e cinco de
comprimento aproximadamente iguais, ambos os articulos com até cinco cerdas faciais e até
cinco distais. Flagelo com 12 articulos, aproximadamente 1,3 vezes mais do que os articulos

pedunculares quatro e cinco juntos.

Partes da boca - Incisor da mandibula direita com seis dentes, lacinia com seis dentes;
triturativo. Incisor da mandibula esquerda com oito dentes, lacinia com duas placas
multidenticuladas; processo molar bem desenvolvido, triturativo. Rela¢do de comprimento dos
segmentos palpo 1:2,5:1,9; superficie coberta com pequenos denticulos. Maxila esquerda e
direita semelhantes; placa interna aproximadamente triangular, com linha de cerdas; placa
externa ampla; palpo biarticulado; articulo proximal curto, apicalmente dilatado com cerda
marginal, seis cerdas espiniformes e duas cerdas submarginais. Maxila Il bilobada, 16bulo
interno ligeiramente mais curto do que externo; l6bulo externo com cerdas curvadas. Lébulos
internos bem desenvolvidos e largos, com quatro cerdas medio-distais, quatro cerdas apicais, e
cinco cerdas medio-facias; l6bulos externos com seis espinhos médio-apicais, cinco cerdas
submarginais e quatro cerdas marginais. Palpo articulado na razdo 1:1,8:1,1:0,80, articulo
proximal sem cerda; segundo articulo com cerdas laterais; propodo com cerdas distais mesiais,

dactilos com trés cerdas mesiais. Labium com ldbulos internos mal desenvolvidos.

Gnatopodes I-11. Base | alongada, com trés cerdas marginais anteriores; quatro posteriores;
isquio com duas cerdas posteriores; mero com grupo facial médio de cerdas; espacadas
distalmente; carpo aproximadamente triangular, com uma cerda anterodistal, e uma cerda
facial; propodo de forma gammaride, margens anteriores e posteriores subretangulares, largura
: comprimento com proporgdes 1:2,1; palma ligeiramente obliqua; margem anterior com quatro
cerdas; quatro anteroapicais, margem posterior com uma linha de oito cerdas submarginais;
canto palmar definido com uma cerda espiniforme; palma com cerdas. Déactilo bem
desenvolvido, um pouco mais longo que a palma. Base 1l mais alongada do que a base I, com
duas cerdas anteriores; uma posterior; isquio com uma cerda facial postero-distal, mero com
cerda facial; carpo alongado, cerca de 1/2 da base e duas vezes maior que o prépodo Il. Propodo
estreito, afunilando distalmente, margem anterior convexa, margem posterior reta,

posterodistalmente produzindo um I6bulo com duas cerdas; margem anterior com quatro cerdas
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submarginais médias e quatro cerdas distais, margem posterior com seis cerdas submarginais e

cerdas inferiores minudsculas.

Peredpodes I11-1V. Robustos, igualmente longos, com cerdas espacadas ao longo das margens
anteriores e posteriores de todos os articulos, dactilo com estrutura bem definida, com trés
cerdas dorsais minusculas e trés cerdas espiniformes ventrais.

Peredpodes V-VII. Peredpodes V: VI: VII nas proporces 1:1,6:1,6. Bases ovdides, sem
I6bulos distais, margens anteriores e posteriores ligeiramente convexas, com seis cerdas
posteriores; margens anteriores com quatro cerdas. Todos os articulos entre isquio e propodo
com grupos de cerdas anteriores e posteriores; propodo V-VII com seis, oito, oito ganchos de
cerdas. Dactilo robusto, com cerdas dorso-proximais e dorso-distais; cada dactilo com quatro,

oito, oito cerdas espiniforme ventrais.

Placas coxais — Largura das placas I-1V 0,65, 0. 59,0. 82 e 0. 97 (disténcias dorsoventrais).
Placas coxais I-1l1 sub quadradas, placas IlI-IV forma irregular na regido ventral, margem
concava. Cinco cerdas ao longo das margens antero-distais, na coxa poucas cerdas faciais.
Branquias 11-V pedicelarias e ovoéides, progressivamente maior até branquia IV que se estende
além da base, branquia V curta. Placas coxais V-VII sem l6bulos distintos, VV com quatro cerdas
ao longo da margem anterior e uma cerda posteroventral, VI com uma cerda anterior e 1

posteroventral; VIl com cerda unica. Oostegitos em peredpodes 11, 111, IV e V.

Uropodes. Uropode | ramo interior: ramo externo com propor¢oes 1:0,82:0,85. Uropode | com
ramo distal arredondado; ramo externo com aproximadamente 0,99 do ramo interno; ramo
externo com sete cerdas espiniformes dorsais e cinco espinhos apicais; ramo interno com quatro
cerdas de espiniformes dorsais. Urépode Il ramo pontiagudo e ndo excede o comprimento do
urépode 1. Uropode 111 com ramo em forma de vara. Ramo interno com quatro grupos laterais
misturados de cerdas plumosas e espiniformes, e com sete cerdas espiniformes apicais; articulo
proximal do ramo externo com quatro grupos laterais de cerdas espiniformes e pelo menos duas
espinhos mesiais simples; articulo distal com cerda robusta média mesial e quatro espinhos
apicais. Ramo externo: ramo interno com proporcdes 1: 0,98, articulo distal medindo 0,31 do

artigo proximal.



Figura 20- Pecas bucais de Potiberaba sp. 4. A- Maxilipede esquerdo e direito, B- Maxila 1, C- D mandibula e molar.
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Figura 21- Peredpodes | — V de Potiberaba sp. 4.

55



Figura 22- Gnat6podes | e 11 e Potiberaba sp. 4. A- Gnatopode | e B- Gnat6pode I1.
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Figura 23- Ur6podes e pledpode de Potiberaba sp. 4. A — C urdpodes | -111, D- pledpode Il, E- cerdas plumosas do urdpode I, F- cerdas e

espinhos do urépode 1.
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Discussao

As delimitacOes propostas por Bento et al (2020) para Potiberaba a partir de um
marcador mitocondrial, indicaram a existéncia de cinco linhagens, sugerindo ao final do estudo,
a presenca de um complexo de espécies. Convergindo com o que foi sugerido por Bento et al
(2020), os resultados obtidos atravées da analise multiloci, incorporando um marcador nuclear,
indicaram a presenca de estruturagdo de cinco possiveis linhagens de Potiberaba. Entretanto,
guando analisado de forma isolada nas delimitacdes, o marcado nuclear divergiu quanto ao
numero de linhagens, incluindo Potiberaba sp. nov. 4 dentro do grupo P. porakuara.

Diferencas entre topologias e delimitagdes de linhagens entre marcadores de origens
diferentes, como observado em Potiberaba sp. nov. 4 é algo recorrente (Esmaeili et al 2015),
uma vez que, genes nucleares e mitocondriais apresentam caracteristicas evolutivas distintas
(Talavera et al 2011, Campilo et al 2019). Marcadores nucleares necessitam de mais tempo
para que mutagOes surjam e sejam fixadas, quando comparados com marcadores mitocondriais,
necessitando de mais tempo para atingir o monofiletismo reciproco, recuperando
principalmente eventos antigos de divergéncia (Galtier et al 2009, Mandal et al 2014, Weigert
etal 2016, Allio et al 2017), o que se acredita ndo ser aplicado a Potiberaba sp. nov. 4.

Divergindo do que é observado nas outras linhagens, Potiberaba sp. nov. 4, é encontrada
em uma regido que se sobrepde a ocorréncia de P. porakuara, levantando a hipotese de que
Potiberaba sp. nov. 4 seja mais uma populacdo de P. porakuara, assim como observado em
espécies de Niphargus, onde populacdes com distribuicbes proximas ou sobrepostas,
(possivelmente interconectadas), descritas como espécies distintas utilizando dados
morfologicos, eram variages de uma espécie com alta plasticidade fenotipica (Fiser et al 2009,
Meleg et al 2013, Stoch et al 2020). Entretanto, Potiberaba sp. nov. 4 é a Unica espécie do
género registrada em area epicarstica, isolando os individuos em um Unico ponto da caverna
sem conexao com outras regides que pudessem permitir o fluxo de migrantes, fato similar ao
observado em outros representantes de anfipodes do género Niphargus, e associado ao processo
que deu origem a algumas das espécies mais recentes do género (Wellborn et al 2005, Delic et
al 2017, Figer et al 2017, Svara et al 2015).

Desse modo, diferente do que é proposto para Potiberaba sp. nov. 1, 2 e 3, Potiberaba
sp. nov. 4 pode ter passado por processos como especiacao recente, como indicado na arvore
filogenética para cox1, sendo a ultima linhagem a divergir de P. porakuara, (Mammola et al
2018, Wang et al 2020). Com o incremento das informac6es morfoldgicas, outros marcadores
moleculares, e caracteristicas ecolégicas do habitat dos individuos, a delimitacdo proposta por
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Bento et al (2020), onde Potiberaba sp. nov. 4 é proposta como uma nova espécie, foi
considerada valida.

Assim como observado em outros estudos taxondmicos, as divergéncias entre genes
podem ser em parte, solucionadas com o incremento de outras formas de avaliacdo de
diferengas entre grupos (Tan et al 2010, Pastori et al 2018, Cognato et al 2020). No estudo, as
informagdes fenotipicas foram cruciais para separagcdo em cinco linhagens morfologicamente
distintas. O trabalho indicou convergéncia entre parte das informacgdes genéticas e fenotipicas,
corroborando a ideia da existéncia de um complexo de espécies, distintas em ambos os aspectos
(moleculares e morfoldgico), com taxa de acerto na separacgdo das linhagens em 100%, quando
identificadas por caracteres morfoldgicos, permitindo assim a descricdo das quatro novas
espécies de Potiberaba, assim como a identificacdo de um espectro de variagdo morfoldgica e
molecular em P. porakuara, que apresenta distribuicdo geografica mais ampla, ocorrendo em
diversas cavernas da porcao sul da Formacgdo Jandaira.

Os padroes de estruturacdo genética e fenotipica observados no estudo, sdo associados
a linhagens separadas por barreiras impermeaveis ao fluxo de individuos (Hewitt et al 2000),
como observado para as linhagens de Potiberaba, isoladas em diferentes microbacias, e em
regides geograficamente distantes, impedindo que ocorra troca de individuos entre P.
porakuara e Potiberba sp. 1, 2, 3 e 4, permitindo assim o acimulo de diferencas morfoldgicas

e genéticas ao longo do tempo.

Entretanto, a possibilidade de fluxo de individuos entre regides, pode ser um dos fatores
responsaveis pelo padrdo genético, geografico e morfoldgico observado em P. porakuara. A
espécie ocupa um conjunto de cavernas possivelmente conectadas, criando um grande sistema
subterraneo, desse modo, mesmo colonizando cavernas com as mais diversas fei¢Oes
ambientais, e apresentando diferengas fenotipicas que nesse exemplo, podem ser associadas ao
ambiente (Finston et al 20007), os individuos constituem uma mesma espécie, uma vez que 0
fluxo de migrantes néo € interrompido, Dessa forma, processos evolutivos como a especiacéo
alopatrica, que pode ter levado ao surgimento das novas linhagens, ndo atuam da mesma forma

em P. porakuara (Faille et al 2015).

Diferente disso, o isolamento geografico observado nas linhagens de Potiberaba sp.
nov. 1, 2,3 e 4, associado a populagdes reduzidas e restritas apenas a uma caverna cada, pode
ter sido responsavel por acentuar diferencas entre elas e P. porakuara (Winger et al 2015)
através de processos evolutivos como a especiacdo alopétrica e deriva (Masel et al 2011),
diferenciando as linhagens do ponto de vista genético, como observado nas topologias das
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arvores filogenéticas, com clados monofiléticos com altos valores de suporte, e a presenca de
hapl6tipos exclusivos em cada linhagem. Além disso, do ponto de vista morfoldgico,
selecionando e fixando caracteristicas fenotipicas diferentes em cada localidade, permitindo
que as linhagens possam ser distinguidas (Zamudio et al 2016).

Os locais de ocorréncia, associados ao endemismo e a populagdes pequenas, contendo
hapl6tipos exclusivos, sdo fatores preocupantes para algumas das linhagens. Com excec¢éo de
Potiberaba sp. nov. 1 e 2, das cavernas Furna Feia e Pedra Lisa, que estdo no Parque Nacional
da Furna Feia e portanto, protegidas de acdes antropicas danosas, as outras espécies, incluindo
P. porakuara, estdo situadas em areas com potenciais impactos (Ferreira et al 2010). Dentre as
quatro linhagens descritas no estudo, Potiberaba sp. nov. 3 pode ser a mais susceptivel a tais
impactos, uma vez que, o local de ocorréncia da espécie, pequenas pocas formadas por
afloramento de &gua subterranea, encontra-se ao lado de propriedades que retiram e represam
agua para agricultura, criacdo de animais e pesca (Ferreira et al 2010). Apesar de ser a linhagem
menos abundante até o momento, Potiberaba sp. nov. 4 é encontrada numa porcao de dificil
acesso da caverna, numa regido afastada de zonas utilizadas para agricultura ou qualquer outra
atividade humana, diminuindo o risco de perda da espécie.

Apesar de ocorrer em areas que também sdo impactadas por atividades humanas, como
exploracdo mineral, vegetal, agricultura e pesca, P. porakuara apresenta distribuicdo ampla,
habitando diversas cavernas com popula¢fes abundantes, maior diversidade genética e
compartilhamento de haplétipos entre os locais de ocorréncia, e variacdes fenotipicas ao longo
de sua distribuicdo geogréafica, que confere a espécie maior capacidade de colonizacdo de
diferentes ambientes, diminuindo assim o risco de perda de diversidade caso alguma localidade
seja impactada, diferente do que foi observado para as quatro novas linhagens de P. porakuara.
Entretanto, a ocorréncia da espécie em cavernas utilizadas para turismo na regido pode ser um
fator preocupante, uma vez que, estudos anteriores ja relatam como a atividade turistica, quando
ndo praticada de forma correta, pode influenciar de forma negativa a diversidade da fauna local
(Wong et al 2004, Davenport et al 2006).

De modo geral, o estudo mostrou como a integracdo de diferentes ferramentas e fontes
de dados, podem auxiliar na resolucéo de questfes taxondémicas, como a designacao de novas
espécies a partir da intercessdo de dados, como 0s genéticos, fenotipicos e ecoldgicos. A
utilizacdo da taxonomia iterativa pode auxiliar ainda na avaliacdo do estado de conservacéo das
espécies, uma vez que, ao possibilitar a designacdo de novas espécies, podemos entdo delimitar
suas areas de ocorréncias, detectar possiveis riscos, tamanhos populacionais, dentre outros

fatores utilizados em métodos de conservagéao.
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