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Detalhamento do projeto

Introducio e justificativa

Mais de 85 mil espécies de animais e plantas encontram-se atualmente ameagadas de extingdo
(IUCN, 2016), sendo que destas, 3.286 ocorrem em territorio brasileiro (ICMBio, 2018). No entanto
este valor pode estar subestimado, pois faltam dados importantes sobre varias espécies. Apesar de
ndo serem diretamente utilizados no estabelecimento do status de ameaca, dados moleculares
permitem uma delimitagdo mais precisa das espécies, bem como de sua distribuigdo geografica,
fatores que sdo cruciais na determinacdo do status de ameaca. Além disso, a compreensdo da
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composi¢do e organizacao da diversidade genética das espécies € de suma importancia, pois fornece
uma medida do seu potencial adaptativo e evolutivo (Galetti et al., 2009). No entanto, muitas vezes,
se faz necessaria a avaliacdo destes resultados em face a caracteristicas morfoldgicas, de forma a
contribuir na andlise da diferenciacdo efetiva entre populacdes geneticamente estruturadas, na
compreensdo de artefatos (como saturacdo e atracdo de ramos longos, por exemplo) e fendomenos
biolégicos (como introgressdo ¢ compartilhamento de polimorfismos ancestrais, por exemplo) que
podem enviesar os marcadores moleculares e também no estabelecimento de sinapomorfias

compartilhadas por diferentes clusters.

Aliado a isso, marcadores moleculares e morfologicos também podem auxiliar na proposi¢ao
de estratégias de conservag@o ao propiciarem a compreensdo de aspectos ecologicos das espécies ou
populacdes. Uma caracterizacdo importante neste ambito diz respeito a composi¢do dos itens
alimentares consumidos por cada individuo ou mesmo as comunidades microbianas que os
influenciam. A composicdo da dieta pode ser avaliada por meio de analises micro-histologicas de
fezes ou contetdo estomacal (Nielsen et al., 2017). Ja as analises de microbioma podem ser feitas por
estratégias baseadas em sequenciamento de ultima geragdo, ou Next Generation Sequencing (NGS),
tanto por abordagens metagenomicas ou pela amplificacdo de marcadores especificos, como o gene
de RNA ribossomal 16S (Wong e Rawls, 2012). No ultimo caso, a abundancia e a riqueza de reads
reflete a diversidade genética de fungos e bactérias encontrada em uma determinada amostra (Lear et
al., 2017). E importante ressaltar que, no ambito da conservagdo, tanto a dieta utilizada pelos
organismos, como seu microbioma, fornecem importantes evidéncias na avaliagdo da saude dos
organismos que ocupam um determinado habitat (Wong e Rawls, 2012; Young et al., 2014), ¢, desta

forma, da saude de todo o ecossistema ali estabelecido (Young et al., 2014).

Os peixes anuais vivem em charcos temporarios que secam em alguns periodos do ano. Para
viver nestes ambientes, estes peixes apresentam diversas adaptacdes, dentre as quais se destaca o
rapido desenvolvimento (atingem a maturidade sexual entre 6 e 8 semanas) e o seu ciclo de vida
diferenciado, razdo pela qual sdo conhecidos como “peixes anuais”. Durante o periodo chuvoso, esses
animais se desenvolvem rapidamente, reproduzem-se e depositam os ovos no substrato; nos periodos
de seca, os niveis de oxigénio diminuem, os adultos morrem e por fim o charco seca. Nos ovos,
depositados a até 15 cm de profundidade no substrato, os individuos entram em estagio de diapausa
(pausa no desenvolvimento embrionario) e assim permanecem até a proxima estacdo chuvosa, quando

os ovos eclodem e reinicia-se o ciclo (Podrabsky e Hand, 1999).

Para apresentarem esta rapida maturagdo sexual, bem como uma alta capacidade reprodutiva,
estes animais necessitam de recursos energéticos em grande abundancia. De fato, o consumo de
recursos alimentares que possuem acidos graxos como elementos estruturais tem se mostrado bastante
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importante para organismos de metabolismo e desenvolvimento rapidos, uma vez que fornecem maior
valor energético para os consumidores (Tocher et al., 2003). Neste contexto, a importancia da
composi¢do da dieta no desenvolvimento de peixes vem sendo refor¢ada (Olivotto et al., 2011), e a
deficiéncia de nutrientes tem sido associada a déficits de crescimento e até mesmo mortalidade
(Olivotto et al., 2006). Em relacdo aos peixes anuais, sugere-se que sejam animais de habito
generalista (Laufer et al., 2009), caracteristica comum para espécies de agua doce sujeitas a alteragdes
na disponibilidade de presas devido a variagdes ambientais (Abelha et al., 2001). Este habito ¢é
apontado como crucial para a sobrevivéncia destes peixes (Shibatta e Bennemann, 2003; Arim et al.,
2007). Neste sentido, diferentes espécies de peixes-anuais tem sido associadas ao consumo,
principalmente, de zooplancton, insetos € microcrustaceos, mas também de algas e diatomaceas
(Laufer et al., 2009; Keppeler et al., 2013).

Por apresentarem uma grande associagdo a charcos individuais, os peixes anuais normalmente
constituem populacdes pequenas e isoladas, o que instaura um cenario ideal para a atuagdo de
mecanismos evolutivos que tendem a reduzir sua diversidade genética, além de propiciar a
diferenciagdo entre as diferentes populagdes (Galetti et al., 2009). Além de fatores genéticos, a
composi¢do do microbioma destas populacdes pode fortalecer o isolamento interpopulacional, visto
que, mesmo que ocorra algum evento migratdrio entre os charcos (ex.: periodos de cheias em que os
charcos se comunicam, transporte de ovos através de aves), diferengas entre a composicao microbiana
dos individuos nativos e a dos individuos migrantes podem resultar na nao sobrevivéncia destes
ultimos (Redford et al., 2012). Todos esses fatores intrinsecos tornam essas espécies especialmente
vulneraveis. Além disso, a perda, degradagao e fragmentacdo dos seus habitats acabam por aumentar
ainda mais a vulnerabilidade destas espécies (Volcan et al., 2014), o que explica o elevado nimero
de espécies ameagadas. De fato, o bidtopo ocupado por peixes anuais vem sendo negativamente
afetado por diferentes fatores de origem antrdpica, como a urbanizagao e as atividades agropecuadrias,
que levam ao aterro de charcos temporarios, alteram a vegetacdo natural adjacente e/ou levam ao
influxo de contaminantes de natureza doméstica ou de agrotoxicos para os diferentes corpos d’-agua.
Tudo isto explica o fato de que peixes-anuais figuram entre os grupos mais ameagados de vertebrados,

representando 30% da ictiofauna ameacada no Brasil (ICMBio, 2018).

Dentre as espécies de peixes anuais que ocorrem no Brasil, destacam-se aquelas do género
Austrolebias, que abrange 43 espécies de peixes anuais (Nielsen e Pillet, 2015; Costa et al., 2017),
cuja distribuicdo se estende pelas bacias La Plata e Patos-Mirim, abrangendo sul do Brasil, Paraguai,
sul da Bolivia, Uruguai e norte e nordeste da Argentina, além de algumas espécies da Bacia
Amazonica (Costa, 1998; Loureiro e de Sa, 2015; Nielsen e Pillet, 2015). Dentro deste género, o
grupo de espécies A. adloffi compreende onze espécies: A. adloffi (Ahl, 1922), A. viarius (Vaz-
Ferreira et al., 1984), A. charrua, A. minuano, A. nigrofasciatus (Costa e Chefte, 2001), A. arachan
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(Loureiro et al., 2004), A. nachtigalli (Costa, 2006), A. reicherti (Loureiro e Garcia, 2008), 4. bagual
(Volcan et al., 2014), 4. pelotapes e A. pongondo (Costa et al., 2017). Quanto ao status de ameaca,
A. charrua, A. minuano e A. nigrofasciatus constam na categoria “em perigo”; A. arachan &
considerada “criticamente ameacgada”; A. adloffi e A. nachtigalli sdo consideradas “em perigo” a nivel
nacional, e “criticamente em perigo” a nivel estadual (ICMBio, 2018; Rio Grande do Sul, 2014); 4.
bagual, A. pongondo e A. pelotapes ndo constam nas listas oficiais da fauna ameagada por terem sido
descritas recentemente (Volcan et al., 2014; Costa et al., 2017); A. viarius, A. reicherti, A. arachan ¢
A. charrua também constam como ameacadas na lista de Especies Prioritarias para la Conservacion

em Uruguay (Uruguay, 2013).

A distribuicdo destas espécies se da ao longo do sistema lagunar Patos-Mirim, abrangendo
territérios brasileiros e uruguaios (Costa, 2006; Volcan et al., 2014; Garcia et al., 2015). Embora a
monofilia do grupo seja bem suportada (Costa, 2006; Garcia et al., 2014), algumas rela¢des
filogenéticas internas permanecem indefinidas (Barbosa, 2019). A espécie 4. bagual (Volcan et al.,
2014), por exemplo, apresenta populacdes morfologicamente distintas (Volcan, comunicagdo
pessoal), uma situacdo semelhante ao que foi detectado para A. nigrofasciatus, que apresenta
populacdes genética e morfologicamente diferenciadas (Barbosa, 2016). Austrolebias minuano, por
outro lado, parece constituir pelo menos trés linhagens distintas, potencialmente pertencentes a pelo
menos duas espécies (Fernandes, 2019). Além disso, 4. charrua se mostrou parafilética com relagdo
as populagdes de 4. minuano da localidade tipo, a margem oeste da Laguna dos Patos e A. nachtigali

se revelou um taxon polifilético (Barbosa, 2019).

A regido do sistema de drenagens Patos-Mirim, area geoldgica habitada pelos peixes do grupo,
sofreu grande influéncia dos eventos de regressdo e transgressdo marinha que ocorreram durante o
Quaternario, periodo no qual a Planicie Costeira do Rio Grande do Sul foi intensamente retrabalhada,
formando os sistemas deposicionais Laguna-Barreira (Tomazelli e Villwock, 2005). Segundo
Loureiro (2004), muitas espécies de peixes anuais podem ter origem e diversificacdo recente,
relacionadas a estes eventos geoldgicos. Isso foi demonstrado, por exemplo, para a espécie A.
wolterstorffi, que apresenta duas linhagens geneticamente distintas nas margens leste e oeste da Lagoa
dos Patos, que divergiram, possivelmente, em associacdo ao segundo evento deposicional Laguna-
Barreira (Garcez et al., 2018), responsavel pela formacao desta lagoa (Tomazelli e Villwock, 2005).
No entanto, esta regido vem sendo intensamente degradada (Volcan et al., 2015), o que pde em cheque
a conservagdo desta importante parcela da biodiversidade, que compreende predadores de topo que

mantém o equilibrio do ecossistema em que habitam.

Com a degradacdo destes ambientes aquaticos temporarios, os peixes anuais sdo impactados
tanto direta quanto indiretamente. Sabe-se que as condi¢des ambientais exercem grande influéncia na
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composi¢do das comunidades de invertebrados aquaticos (Young et al., 2014), que sdo a grande fonte
de energia utilizada pelos rivulideos. Além disso, mudancas nas condi¢cdes fisico-quimicas do
ambiente podem alterar também a composi¢do do microbioma das espécies que ali vivem o que tem
efeito direto na aptiddo de tais espécies (Redford et al., 2012). Estes fatores podem figurar entre os
principais responsaveis pela extingao de populagdes em charcos que nao foram aterrados. Além disso,
a composi¢do da dieta e o microbioma também podem influenciar as taxas de sucesso nas
translocagdes populacionais, que constituem uma das principais estratégias de conservagao (Redford

et al., 2012).

Considerando a ameaca de extingdo das espécies do grupo 4. adloffi, em face a crescente
degradacgdo das areas imidas que habitam, a realizacdo de estudos genéticos e morfoldgicos sobre o
grupo torna-se especialmente importante, a fim de reconstruir sua historia evolutiva e elucidar
questdes taxondmicas ¢ demograficas, com vistas finais a preservagdo das espécies. Neste sentido, a
analise dos padrdes e processos micro e macroevolutivos destas espécies dentro de uma perspectiva
integrativa (genética + morfologia) permite nao apenas reconstruir a histéria evolutiva das mesmas e
dos seus caracteres, mas também compreender o presente, com fins a otimizar a gestao futura. Afinal,
o conhecimento sobre diferengas entre as populacdes € de extrema importancia para sua conservagao,
uma vez que permite avaliar questdes taxondmicas, acessando o real status de ameacga das espécies e
tracar estratégias efetivas de conservacao. Além da analise das diferengas genéticas entre populacdes,
a avaliagdo da dieta e do microbioma destes peixes se mostra importante no ambito da conservagéo,
pois permite avaliar a saude dos individuos e a qualidade de seu ambiente, possibilitando reforgar a
urgéncia na elaboracdo de estratégias de conservacdo, de modo a preservar toda a biodiversidade
destes ambientes. Em ultimo caso, estas informagdes sdo uteis também na delimitagdo de estratégias

de transloca¢ao mais efetivas.
Objetivo geral e objetivos especificos:
Objetivo geral

Avaliar diferencas genéticas, morfologicas e ecoldgicas entre populagdes e espécies do grupo
Austrolebias adloffi ao longo do sistema de drenagens Patos-Mirim e associd-las ao grau de

conservagdo de seus habitats.
Objetivos especificos
1 - Avaliar a presenca de monofilia reciproca nas espécies do grupo, validando seu status taxonémico;

2 - Avaliar a presenga de diversidade criptica e descrever as espécies novas, quando necessario;
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3 - Avaliar os niveis de diversidade genética em diferentes populagdes de cada espécie;

4 - Analisar a estruturag@o interpopulacional destes peixes anuais ao longo do sistema de drenagens

Patos-Mirim,;
5 - Avaliar a presenga ¢ a amplitude das diferengas morfologicas entre espécies e populagoes;

6- Avaliar as relagdes filogenéticas entre as espécies através da reconstru¢do de uma arvore de

evidéncias totais (marcadores moleculares + morfologicos);

7- Reconstruir os estados ancestrais para diferentes caracteres morfologicos, a fim de inferir

sinapomorfias para os diferentes grupos;

8 - Reconstruir o cenario espago-temporal associado a invasdo/colonizacdo das espécies no sistema

de drenagens Patos-Mirim,;

9 — Analisar de modo comparativo a composi¢do da dieta dos individuos em escala intra e

interespecifica;
10 — Analisar a composi¢ao do microbioma intestinal das diferentes espécies e populagoes;

11- Averiguar a relagdo entre a diversidade genética, microbioma e dieta das espécies, buscando

relacionar com a qualidade do seu respectivo ambiente.
Metodologia

Os peixes serdo coletados em charcos temporarios situados nas cidades de Pelotas, Rio
Grande, Arroio Grande, Capdo do Lefo, Santa Vitéria do Palmar, Chui, Encruzilhada do Sul, Séo
José do Norte, Tavares, Eldorado do Sul, Porto Alegre, Pedras Altas e Jaguardo, onde constam
registros das espécies foco. As coletas estdo de acordo com a licenga de coleta nimero 44834-2,
obtida junto ao ICMBio, e a autorizagdo numero 23116.008163/2015-23 Pq036/2015, junto ao
CEUA-FURG. Os peixes serdo capturados com auxilio de pu¢d (60 x 40cm, malha de 2mm). Os
individuos serdo identificados por analise morfologica (Costa, 2006; Volcan et al., 2014; Costa et al.,
2017) e apds, anestesiados em eugenol (3.000 mg/ L'). Imediatamente apds a coleta, parte dos
individuos sera fixada em etanol absoluto (para as analises moleculares), e parte serd fixada em
formaldeido a 4% (destinado as analises morfologicas). Serdo capturados cerca de vinte exemplares
de cada espécie, priorizando a amostragem de populacdes diversas, contabilizando uma média total
de 200 espécimes. Em cada charco também sera feita uma amostragem de agua, destinada a
determinagdo dos compostos e concentragdes ambientais de agrotoxicos. Apods a coleta, os

exemplares serdo transportados para o Laboratéorio de Evolucdo e Ecologia Molecular da
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Universidade Federal do Rio Grande (FURG) para analises posteriores. No dia seguinte a coleta, os
exemplares fixados em etanol serdo posicionados em papel milimétrico e fotografados por meio de
uma camera digital, posicionada sempre a mesma distdncia do espécime. Apds uma semana, 0s

individuos em formaldeido serdo lavados e transferidos para solugdo de etanol 70%.

Os individuos coletados terdo seu DNA gendmico total extraido a partir do tecido muscular
do pedunculo caudal, seguindo o protocolo de extragdo por fenol-cloroformio (Sambrook et al.,
1989). Serdo amplificados fragmentos dos genes mitocondriais citocromo b (cytb) e citocromo
oxidase subunidade I (COI), junto dos genes nucleares rodopsina (Rho), cortex ectodérmico-neural
1(ENC 1) e recombinacdo-ativacdo 1 (RAG1) utilizando primers previamente descritos na literatura
(Chen et al., 2003, Costa ¢ Amorim, 2011, Folmer et al.,1994, Li et al., 2007, Palumbi et al., 1991,
Wolf et al., 1999). Os amplicons obtidos serdo purificados utilizando o protocolo de precipitacdo por
Acetato de Amonio 7,5M, e sequenciados com o uso de um sequenciador automatico. Os
eletroferogramas serdo analisados e montados através do programa Gap4 do pacote Staden (Staden,
1996). Sitios polimorficos serdo individualmente checados, e, uma vez confirmados, apropriadamente

codificados de acordo com o codigo de degeneracdo de bases.

Inicialmente, para os genes nucleares, os alelos encontrados em cada individuo serdo
determinados por uma analise no “unphase”, conforme executado no DnaSP 5.10 (Librado e Rozas,
2009). Este programa também sera utilizado para estimar o niimero minimo de eventos de
recombina¢do (Rm) e os sitios recombinantes para cada um dos genes nucleares. Através dos
programas DnaSP 5.10 e Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 1993), serdo estimados os numeros de
haploétipos (h) ou alelos (a), os numero de sitios polimorficos (s), além dos valores de diversidade
haplotipica (Hd) ou heterozigozidade esperada (He) e diversidade nucleotidica (m), a fim de analisar
a diversidade genética dentro de cada espécie ou populacdo. As relagdes espaco-temporais entre os
haplotipos serdo inferidas através de uma rede de haplotipos, construida no programa Network 4.510
(Bandelt et al., 1999). Os niveis de diferenciacdo genética entre as espécies serdo estimados através
do Fst, utilizando o programa Arlequin 3.5. Ainda neste programa, sera realizado um teste de Mantel,

com o intuito de avaliar a relagdo entre as distdncias genética e geografica.

A fim de avaliar a presenca de diversidade criptica, sera implementado o método de DNA-
Barcode (Hebert et al., 2003). Para tal, no software MEGA 6 (Tamura et al., 2013), serdo mensuradas
as distancias par-a-par entre as populacdes, para os marcadores mitocondriais e nucleares, utilizando
o modelo Kimura 2-parametros (Kimura, 1980). Além disso, serdo calculados os valores médios de
distancia intraespecifica, interpopulacional e interespecifica, ao que se seguird a constru¢do de uma

arvore de Neighbor-Joining, para avaliar as questdes de monofilia reciproca.
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No que se refere as analises morfoldgicas, os peixes serdo medidos utilizando paquimetro
digital para estabelecer o comprimento padrao (SL) e o comprimento da cabeca de cada espécime.
As medigdes e contagens se dardo segundo Costa (1995), sendo as medidas apresentadas como
porcentagens de comprimento padrdo, exceto as referentes a cabega, as quais serdo expressas como
porcentagens do comprimento da cabeca. Todos os raios das nadadeiras serdo contabilizados, bem
como as vértebras. No que se refere ao numero de vértebras, estas serdo contabilizadas a partir das
amostras limpas e coradas, segundo preparacdo osteologica (Taylor e Van Dyke, 1985). A
terminologia a ser utilizada para a série de neuromastos cefalicos seguira Costa (2006) ¢ a

nomenclatura referente a escamacao seguira Hoedeman (1958).

Serdo realizadas analises comparativas interpopulacionais de forma e tamanho. Para isto, 12
marcos anatdmicos homoélogos em vista lateral serdo digitalizados para cada espécime fotografado.
As coordenadas serdo alinhadas e submetidas a uma Andlise Generalizada de Procrustes (GPA).
Diferencas no tamanho do centroide serdo observadas através de boxplots e sua significancia
confirmada por andlise de variancia (ANOVA). Serd realizada uma Andlise de Componentes
Principais (PCA) e uma Analise de Variaveis Canodnicas (CVA), a fim de identificar possiveis
variagdes na forma do corpo entre as diferentes populagdes. A similaridade fenotipica entre as
espécies e populagdes sera analisada através de um fenograma. Todas as analises serdo realizadas no

programa R (R Core team, 2012).

As analises filogenéticas serdo realizadas individualmente para cada um dos marcadores
moleculares, para o conjunto de marcadores moleculares, para o conjunto de marcadores
morfoldgicos e para os caracteres totais. As analises moleculares serdo realizadas através de Analise
Bayesiana, utilizando o BEAST 1.5.4 (Drummond e Rambaut, 2007). Com base nesta analise, sera
estimada a idade do ancestral comum mais recente (tMRCA) das espécies amostradas, além dos
tempos de divergéncia entre elas. Quanto as analises morfoldgicas, a matriz de dados obtida sera
adicionada a matriz morfologica de Costa (2006) e as relagdes filogenéticas serdo inferidas a partir
de uma analise de maxima parcimonia, a ser realizada no programa TNT (Goloboff et al., 2008). Este
programa também serd empregado para a analise filogenética de evidéncias totais (morfologia +

dados moleculares).

A congruéncia entre os diferentes marcadores moleculares também serd testada através de
uma Analise de Concordancia Bayesiana (BCA), a ser implementada com o uso dos programas
MrBayes versao 3.2.6 (Ronquist et al., 2012) e Bucky versao 1.4.4 (Larget et al., 2010). Por fim, a
arvore das espécies sera estimada através da BCA acima referida, que permite a obteng@o da arvore
de concordéncia primaria suportada pela maior parte dos caracteres. Os caracteres morfologicos serdo
finalmente plotados sobre a arvore das espécies, a fim de reconstruir estados ancestrais e encontrar
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sinapomorfias para os diferentes clusters de espécies. Essas analises serdo realizadas no programa

RASP (Yu etal., 2015).

No que se refere as analises da dieta, sera removido o trato estomacal de cerca de 10
peixes/populacdo e seu conteudo sera observado através de estereomicroscopio. Os invertebrados
encontrados serdo identificados até o menor nivel taxondmico possivel, de acordo com bibliografia
especializada (Merritt e Cummins 1996; Mugnai et al. 2010; Pérez 1998; Triplehorn e Johnson 2011).
A seguir os invertebrados identificados serdo classificados, de acordo com seu papel como
bioindicadores, em trés grupos: organismos sensiveis/intolerantes (proprios de aguas limpas,
intolerantes a polui¢do); organismos tolerantes (capazes de tolerar concentragdes reduzidas de
poluicdo); organismos resistentes (capazes de viver em aguas poluidas). Com base nas presas
observadas no contetido estomacal, serdo calculados os valores de frequéncia de ocorréncia (FO),
frequéncia de ocorréncia relativa (FO%), contribuicdo numérica (N) e contribui¢do numérica relativa
(N%). Cada uma das presas caracterizadas sera ainda coletada no ambiente natural e pesada em uma
balanca de precisdo, a fim de estimar o peso bruto da dieta encontrada em cada individuo, e com isso
obter uma estimativa do potencial nutricional médio da dieta em cada populacao.

Para as analises do microbioma, fragmentos do intestino dos peixes serdo cortados e o
conteudo isolado por populagdo (pool). O DNA sera extraido com kit especifico para fezes, seguindo
as orientacdes do fabricante. A seguir, serdo amplificados fragmentos do gene 16S de rRNA e o
resultado sera observado em gel de agarose. Os amplicons serdo purificados e enviados para
sequenciamento através da técnica de Sequenciamento de Ultima Geragdo (NGS) na empresa
Neoprospecta. Os dados brutos serdo trimados no programa FastQC (Brown et al., 2017), e as
sequéncias obtidas serdo clusterizadas utilizando o programa vSearch (Rognes et al., 2016). A
identificacdo das OTU’s sera entdo realizada por Blastn usando um banco de dados de propriedade
da empresa, que contém apenas sequéncias de tdxons validados, permitindo uma classificagdo precisa

em nivel de espécie.

Por fim, cada charco sera caracterizado quanto ao percentual de conservagdo do seu entorno
e quanto a concentragdo de agrotoxicos. A caracterizagcdo do habitat sera feita com base na observacgao
de um raio de 5 quilémetros em torno do charco, que sera avaliado quanto a presenga de vegetacao
nativa, area destinada a agricultura ou pecudria ou area urbana. Esta caracterizacdo, seguida da
quantificacdo do percentual da area ocupado por vegetacao nativa, sera feita in /loco ou com a ajuda
de imagens obtidas no Google Earth. Estes dados serdo convertidos em valores percentuais, a fim de

obter um escalonamento dos charcos quanto ao percentual de conservagdo do seu entorno.

Os charcos também serdo avaliados quanto a concentragdo dos agrotoxicos mais comumente
empregados na regido. Para tanto, a técnica de DLLME-SFO (microextracdo liquido-liquido
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dispersiva com solidificacdo da gota organica flutuante) serd aplicada conforme metodologia
desenvolvida pelo grupo do Laboratério de Contaminantes Organicos e Metais (LACOM), da Escola
de Quimica ¢ Alimentos (EQA) da FURG (Bolzan et al. 2015a,b, Caldas et al. 2013, Cardoso et al.
2011, Marube et al. 2015, Silveira et al. 2013). Em tubo de centrifuga de vidro com fundo conico
com capacidade para 15 mL, serdo adicionados 10 mL de amostra de agua. Serdo testados diferentes
tipos e volumes (0,5 a 2,5 mL) de solvente dispersor (acetonitrila, metanol ou acetona) e diferentes
tipos e volumes de solvente extrator (10 a 200 pL) (1-dodecanol, 1-undecanol, 2-dodecanol). Além
disso, sera avaliado o efeito de sais na extragdo (ex. NaCl). Apds a centrifugagio, o tubo sera colocado
em um banho de gelo dentro do freezer para que ocorra a solidificagdo da gota orgénica flutuante.
Posteriormente, a gota organica congelada sera coletada com auxilio de uma espatula e colocada em
eppendorf para que o solvente organico retorne ao estado liquido. Os experimentos serdo realizados
em triplicada. A determinagdo cromatografica ocorrera por LC-MS/MS, através de um Cromatografo

a liquido Alliance Separations Module 2695 (Waters, EUA).

Por fim, a associagdo entre medidas de potencial nutricional da dieta, diversidade de
microbioma e diversidade genética obtidos para cada populacdo, bem como de percentual de
conservagdo do seu entorno e concentracao de agrotoxicos sera avaliada aos pares através de analises
de correlagdo, realizadas no R. Estes parametros também serdo submetidos a andlises de regressao
multipla, utilizando o percentual de conservagdo do entorno e a concentracdo de agrotdxicos como
varidveis independentes, e a diversidade genética, o potencial nutricional da dieta e a diversidade do

microbioma como variaveis dependentes.
Atividades previstas
A realizacdo deste projeto consistira nas seguintes atividades:

a) Coletas de peixes anuais, fotografia e fixacdo para analises subsequentes;

b) Procedimentos de biologia molecular (extragdo do DNA total e de fezes, amplificagdo dos
marcadores especificos, purificagdo e sequenciamento), com caracterizacdo de sequéncias
para dois marcadores mitocondriais e trés nucleares para um conjunto de cerca de 200
individuos, e caracterizacdo do microbioma de cerca de 50 populagdes;

¢) Caracterizagdo morfologica;

d) Caracterizagdo do contetido estomacal e do potencial nutricional da dieta;

e) Caracteriza¢do do habitat no entorno de cada charco coletado;

f) Avaliagdo da presenca e concentracdo de agrotoxicos nas amostras aquosas obtidas nos
charcos;

g) Analises de bioinformatica associadas a:
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- medidas de diversidade e estruturacdo populacional;

- reconstrucao das relacdes filogenéticas;

- reconstru¢do do cenario evolutivo espago-temporal;

- digitalizacdo de marcos anatomicos e analise de diferenciagdo morfométrica entre espécies
e populagdes;

- reconstrucao de caracteres ancestrais para caracteres morfologicos descontinuos;

- medidas de diversidade e diferenciacdo de microbioma;

- avaliagdo da associagdo entre diversidade genética, potencial nutricional da dieta,
diversidade do microbioma, percentual de conservagdo e concentragdo de agrotoxicos de cada

charco.
Infraestrutura utilizada

Para a realizagdo deste projeto, contamos com a estrutura do Laboratério de Evolucao e
Ecologia Molecular (LABEEM) da FURG, que conta com um espago fisico de aproximadamente 100
m2 e contém oS seguintes equipamentos permanentes necessarios a implementagdo das técnicas
basicas de biologia molecular (valor estimado R$ 165.000,00): nanoespectrofotometro,
microcentrifuga refrigerada de bancada, microcentrifuga ndo refrigerada, microcentrifuga de spin,
dois banhos-maria, um shaker, uma mesa de fluxo laminar, uma balanga-analitica, um pH-metro de
bancada, duas estufas, um termociclador com gradiente de temperatura, um termociclador sem
gradiente, uma fonte de eletroforese, dois transiluminadores UV, dois estereomicroscopios, dois
microscopios, um microscopio de fluorescéncia, uma autoclave vertical, um forno de microondas,
trés freezers e duas geladeiras, duas incubadoras BOD, além de trés jogos de pipetas e das vidrarias
necessarias para as técnicas de Biologia Molecular. Este laboratorio conta com o apoio da técnica

oceandloga Dra. Daiane Carrasco.

Além disso, o Laboratorio de Contaminantes Organicos e Metais (LACOM) da FURG conta
com um Cromatografo a liquido Alliance Separations Module 2695 (Waters, EUA) equipado com
amostrador automatico, bomba quaternaria, forno para coluna e sistema de desgaseificagdo; colunas
analiticas, Detector MS, Micromass® Quatro Micro™ API (Waters, Inglaterra) com fonte API e
ionizagdo por Electrospray ou APCI; sistema de aquisicao de dados através do software MassLynx e
QuanLynx 4.0 (Waters, Inglaterra); sistema gerador de nitrogénio Peak Scientifics (Instruments

Ltda., Escocia).

Por fim, a FURG também dispde de viatura para transporte em pelo menos parte das saidas

de campo.
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O presente projeto esta previsto para ser realizado em quatro anos, conforme a seguinte distribuicdo de atividades:

Ano/Bimestre Ano I Ano 11 Ano 111 Ano IV Ano V
Atividade I |II |00 |1V |V | VI II |11 | IV | V | VI II |10 | IV | V | VI II |10 [ IV | V | VI 1
Revisdo bibliografica
Redagdo do projeto

Entrega e defesa do projeto

Coletas

Extragdo do DNA dos peixes

Fotografias

Amplificagdo e purificagdo

Digitalizagdo dos landmarks

Analises morfométricas

Sequenciamento

Analise dos dados
moleculares

Analises morfologicas

Observagao do contetdo
estomacal

Analise dos resultados de
conteudo estomacal

Extracdo do DNA do
microbioma

Analise dos dados do
microbioma

Escrita do artigo 1

Qualificacdo

Escrita do artigo 2

Escrita do artigo 3

Escrita do artigo 4

Doutorado sanduiche

Escrita da tese

Defesa do doutorado
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Material sera

. . Unidade PN
Categoria de Descri¢io dos itens cedu?o para Quantidade (un; litro; metro; dia; Valor Unitirio Valor Total
despesa Institui¢io (RS) (RS)
. ~ km)
(Sim ou Nio)
Taq PNA polimerase recombinante - 5U/ul, 500 5 frasco com 100 ul RS 120.00 600.00
reacdes
Taq DNA polimerase - Hot start - SU/ul, 500 2 frascocom 100ul | RS 400.00 800.00
reagdes
Fenol ultrapuro - ph 8,00 1 frasco com 500 ml R$ 1,400.00 1,400.00
Uso e consumo | Agarose ultrapura 1 frasco com 100 gr R$ 850.00 850.00
(descrever cada | Kit de extragio de DNA a partir de fezes 1 kit para 50 amostras | R$  1,500.00 1,400.00
item) . -
Coluna Kinetex 2,6uM C18 50 X 3 MM (codigo .
REF 00B-4462-Y0) 1 unidade R$ 4,700.00 4,700.00
Cartuchos (Tubo) para SPE-Tubos SPE .
Discovery DSC-18, 6ml 10 pacote com 30 unidades | R$ 351.00 3,510.00
Memb. Filt. Mistura E;teres HA Diam. 47mm 10 caixa com 100 unidades | RS 205.00 2,050.00
Poro 0,45um - branca lisa
. Servigos de sequenciamento de microbioma por
Servigode | NGS (Next Generation Sequencing) 30 amostra RS 300.00 15,000.00
terceiros Pessoa - -
Juridica Servigos de sequenciamento de marcadores 5 placa com 96 amostras | RS 1.000.00 5.000.00
molecular por Sanger U e
Hospedagem 6 pernoites R$ 150.00 900.00
Viagens Alimentagdo 30 refeigdes R$ 15.00 450.00
Combustivel 400 litros RS 4.75 1,900.00
TOTAL 37,960.00
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Resultados esperados e impacto previsto

Do ponto de vista taxondmico, espera-se validar a maior parte das espécies do grupo 4. adloffi,
embora possivelmente tenhamos casos de subdivisao (espécies cripticas) e sinonimizagao para alguns
dos taxons. Esses dados, em conjunto com a reavaliacdo da distribui¢ao das espécies-alvo, permitira
um acesso mais adequado do real status de conservagdo das espécies. Finalmente, quando avaliados
em conjunto com dados morfologicos, esses dados devem fornecer uma base solida para o
convencimento da comunidade cientifica e técnica acerca das modificagdes taxondmicas necessarias.
Em nivel microevolutivo, espera-se inferir os niveis de diversidade e estruturagdo das espécies e suas
populagdes, o que deve refinar inferéncias acerca das unidades de manejo cuja conservacao deve ser
priorizada. A partir destes padrdes, deve ser possivel avaliar a influéncia de diferentes eventos na
demografia das espécies, o que pode ser util ndo apenas na caracterizacdo do passado, mas também
na compreensdo do presente ¢ até mesmo na gestdo do futuro. Além disso, em nivel macroevolutivo,
a analise das relagdes filogenéticas permite avaliar os cenarios espago-temporais associados a
diferentes eventos de diversificacdo/extingdo dentro de um grupo de espécies. Pretende-se, pois,
através da implementagdo deste projeto, obter informagdes dos cenarios e eventos comuns que vem
influenciando a evolug@o do grupo 4. adloffi, a fim de tragar estratégias que auxiliem na conservacao
destas espécies, dentro de nossa unidade amostral, constituida essencialmente pelo sistema de
drenagens Patos-Mirim. Por fim, as avaliagdes relacionadas as associagdes entre diversidade genética,
potencial nutricional da dieta, diversidade do microbioma, percentual de conservacgdo e concentragdo
de agrotoxicos de cada charco devem auxiliar na compreensdo dos reais e potenciais impactos
enfrentados pelas diferentes populagdes de peixes anuais. Neste ambito, ¢ bastante provavel que
sejam encontradas medidas de associagdo direta entre estas diferentes variaveis, que demonstrem a
importancia da conservagdo da area de entorno dos charcos e da reducio no uso de agrotoxicos para
a efetiva conservacdo das espécies. Efetivamente, no ambito da conservagdo, a implementagdo deste
projeto deve, pois, fornecer subsidios para uma avaliagdo mais precisa do real status de
vulnerabilidade apresentado por cada espécie (junto ao Ministério do Meio Ambiente e a Secretaria
do Meio Ambiente do RS), bem como para a delimitagdo e criagdo de Unidades de Conservagdo. O
projeto deve ainda auxiliar na proposicdo de medidas protetivas minimas que devam ser adotadas

dentro destas unidades, de modo a propiciar a efetiva conservacio da diversidade.

Por fim, no ambito académico/cientifico, a implementacdo deste projeto auxiliard no
desenvolvimento de uma tese vinculada ao Programa de Pos-Graduagdo em Biologia de Ambientes
Aquaticos Continentais (PPGBAC) da FURG. Os produtos finais desses trabalhos devem, pois, ndo
apenas auxiliar no aumento da producgdo docente e discente do Programa, como também na sua
divulgagdo e na difusdo do conhecimento associado aos rivulideos e a area do estudo. A
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implementacdo deste projeto deve, pois, possibilitar o desenvolvimento de, no minimo, quatro
manuscritos a serem publicados em periddicos qualificados da area de Biodiversidade, com os

seguintes titulos provisorios:

1- Integrative approaches sheding light into phylogenetic and taxonomic questions involving the

Austrolebias adloffi group of anual fish
2- Diet differences among species and populations of anual fish of the Austrolebias adloffi group

3- Microbiome differences among species and populations of anual fish of the Austrolebias adloffi

group

4- Association of parameters related to genetic diversity, diet and microbiome composition with the

conservation status of anual fish
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