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TITULO: Novas perspectivas sobre a biologia evolutiva de Astyanax aff. fasciatus do parque
estadual de Vila Velha, acessada duas décadas apds a primeira abordagem
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Orientador: Prof. Dr. ROBERTO FERREIRA ARTONI
Co orientador: Prof. Dr. DANIEL CARDOSO DE CARVALHO

RESUMO

A diversidade biologica esta diretamente relacionada com as histérias evolutivas das
paisagens. Ha cerca de 35 milhdes de anos se consolidou o que hoje se conhece como o
segundo planalto paranaense no Sul do Brasil, mudando mediante estas transicdes
geomorfoldgicas as condigdes ecoldgicas dos grupos bioldgicos existentes. Neste sentido,
algumas formacBes geoldgicas adquiriram caracteristicas exclusivas, permitindo o
estabelecimento de populacdes animais. Este é 0 caso dos po¢os de desabamento que atingem
o lencol freatico, conhecidos como Furnas do Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), que
abriga uma espécie de peixe. Este cenario suporta o principal objetivo deste projeto que é
analisar geneticamente as populagdes selvagens isoladas (PIs) nas Furnas do PEVV e néo
isoladas (Pnl) na bacia do Alto Rio Tibagi, do peixe Characidae Astyanax aff. fasciatus. Este
modelo oportuniza novas perspectivas sobre especiacao através de abordagens que integrem
qualitativa e quantitativamente a variacdo ecoldgica, genética e fenotipica subjacente ao
isolamento reprodutivo. Embora o estudo da especiacao tenha recebido crescente atencéo nas
Gltimas décadas, ainda se tem lacunas de conhecimento acerca dos mecanismos causais que
impulsionam o processo de especiacdo na natureza. Os cientistas evolucionistas reconhecem
cada vez mais que mdaltiplos mecanismos contribuem para o processo de especiacdo. No
entanto, poucas populacdes selvagens estdo submetidas a um isolamento em uma escala
perceptiva de tempo em sistemas naturais. Assim, esta proposta ird explorar um ambiente
unico que abriga populaces naturais da mesma espécie que vivem em condicdes isoladas
(P1s) e ndo isoladas (Pnl) por muitas geragdes.

Palavras-chave: Furnas, isolamento, geomorfologia, genética.
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1. INTRODUCAO

1.1. Formacdo Furnas de Vila Velha e Lagoa Dourada, Parana

As Furnas de Vila Velha, (localizadas no Parque Estadual de Vila Velha (PEVV)) estdo
situadas geologicamente no segundo planalto paranaense, no Arenito de Vila Velha que esta
sob a forma de platds sub-horizontais, com sobreposic¢do de ritmitos e diamictitos (Franca et
al., 1996). O segundo planalto ou planalto de Ponta Grossa (Fig 1B) constitui uma paisagem
suavemente ondulada, constituida por sedimentos paleozoicos do devoniano, carbonifero e do
permiano (Maack, 1969).

A palavra Furnas (que significa “cavernas profundas e ingremes”) sdo dolinas de abatimento
formadas pela existéncia de cavidades com profundidades superiores a 100m, que podem ser
geradas pela erosdo dos arenitos sob influéncia do cruzamento de estruturas tecténicas (falhas
e fraturas) ou podem constituir carste subjacente (Maack, 1969; Melo et al., 2011).
Brevemente, a histdria geoldgica das Furnas de Vila Velha comeca desde os processos de
formacédo da bacia do Parana, desde o Ordoviciano superior até o Cretaceo superior (a

sine, 1996). Alguns gréficos estratigraficos do Carbonifero Tardio ao Permiano Superior
foram analisados por Holz et al., (2010), para contribuir ao conhecimento da formagéo do
Arenito de Vila Velha como resultado do empilhamento de trés lobos espalhados em torno de
30 m de espessura cada um e 2 km de largura, depositado provavelmente durante a escavagao
do vale inciso da Lapa. Por outra parte, processos de intemperismo em Vila Velha
responsaveis pelas caracteristicas pseudo-carsticas comecaram ha 35Ma, sendo mais intensos
entre 17 e 9 Ma (Riffel et al., 2015). Produto destes processos, existem quatro Furnas dentro
do PEVV, mas apenas trés possuem lagos no interior (Furnas 1, 2 e 4, em sequéncia, a Furna
3 é seca, Fig. 1C). Seguindo esta ordem, encontra-se a lagoa dourada, reconhecida como uma
depressdo formada também no arenito das Furnas com cerca de 200 m de didmetro e lamina
d'agua de até 5,4 m, situada na bacia hidrografica do Rio Guabiroba, um afluente do alto Rio
Tibagi no Estado do Parana (Fig 1A) (de Melo et al., 2000).

1.1.1. Bacia hidrogréafica do rio Guabiroba

A rede de drenagem fluvial do PEVV ¢é formada pelos rios Barrozinho e Quebra Perna que se
unem originando o rio Guabiroba (Michels-Souza et al., 2011). A bacia hidrografica do Rio
Guabiroba, a qual pertence a Lagoa Dourada, tem forma aproximadamente triangular, com
cerca de 360 km? de superficie. O Rio Guabiroba corresponde a base do tridngulo. Apresenta
direcdo WNW-ESE, com sentido da drenagem para WNW. Esta diregdo geral é subparalela a
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importantes estruturas ripteis da area, notando-se, nas cabeceiras do Rio Guabiroba, trechos
com nitido controle por estas estruturas. Os topos das elevagdes na bacia do Rio Guabiroba
variam de 1.117m.s.n.m. a nordeste até 865 m s.n.m. a sudoeste, configurando
aproximadamente a mesma tendéncia geral de caimento dos topos para oeste (de Melo et al.,
2000).
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Fig.1. (A) Mapa apresentando Ubicacdo da Lagoa Dourada e sua conexdo com o rio Guabiroba (Moro et al.,
2004). (B) Esquema do Estado do Parand mostrando a estrutura geoldgica do relevo (de Melo et al., 2000) (C)
Perfil das Furnas do Parque Estadual Vila Velha (Mineropar).

1.2. Ocorréncia de populagdes de Astyanax aff. fasciatus no PEVV

A familia Characidae € uma das mais diversas e abundantes no Neotrépico. O género
Astyanax € um dos mais especiosos da ordem Characiformes, com 86 espécies descritas e
distribuidas em praticamente todos os cursos de agua da regido Neotropical (Lima et al.,
2003). Todas as espécies sdo conhecidas popularmente como lambaris. Na bacia do rio
Tibagi, onde se localiza o Parque Estadual de Vila Velha (PEVV), séo reconhecidas quatro
espécies (Shibatta et al., 2003). Populacfes de Astyanax aff. fasciatus habitam no interior de
algumas Furnas (especialmente Furna 2) (fig. 2) e na lagoa dourada. Existe registro de uma
populacéo extinta na Furna 1, devido a eutrofizagdo por deposicao de fezes de andorinhas que
constroem ninhos nas paredes das Furnas durante o periodo reprodutivo, resultando em

deplecdo de oxigénio dissolvido na coluna de agua (Matoso et al, 2010). Um evento historico
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que foi potencializado pelo efeito antropico de visitagdo da Furna 1 com acesso de turistas

facilitado por elevador panoramico (Artoni, informacéo pessoal).

Fig. 2. Astyanax aff. fasciatus. Exemplar coletado na furna 2 do PEVV.

A origem destas populacdes ainda é incerta, e ainda ndo tem sido realizado estudos que a
confirmem. Tem sido relatadas diferengas morfométricas entre as popula¢6es da Furna 1 (hoje
extinta) e Furna 2, demonstrando que essas popula¢des foram submetidas a pressoes seletivas
distintas e ressaltando a singularidade desses ambientes, além disso, reforca a necessidade de
preserva-los (Gross et al., 2004; Shibatta and Artoni, 2005). Populacdes de A. aff. fasciatus na
Furna 2 tem mostrado uma forte preocupacdo em termos de conservacdo e variabilidade
genética (Artoni and Almeida Matiello, 2003), estudos prévios relatam uma distincdo
haplotipica (Matoso et al., 2010; Artoni and Almeida Matiello, 2003) e diferencas
cromossomicas (Gross et al., 2004) devido ao isolamento genético proprio das caracteristicas
do habitat. Isto, reafirmando mais uma vez questdes que podem ser resolvidas usando analises
integrativas e empregando marcadores massivos. Essa configuracdo torna as populagdes
desses peixes Unicas confinadas em ambientes isolados sob condi¢cdes abidticas muito
semelhantes e primitivas. Segundo informacédo pessoal do pesquisador Dr. Anders Nilsson da
Lund Universit, Suécia, nosso parceiro neste projeto, nem mesmo as espécies de peixes que
habitam os Blues Holes das Bahamas representam um modelo de isolamento populacional
como o verificado para as Furnas do PEVV.

Por outro lado, a Lagoa Dourada, mostra-se como um ambiente interessante para o refugio de
espécies de peixes do Alto Rio Tibagi, embora seja conectada a este sistema de drenagem
pelo Rio Gabiroba. Além, da espéecie Astyanax aff. fasciatus, espécies de caracideos como A.
altiparanae e Bryconamericus iheringii (Michels-Souza et al., 2011) podem ser encontrados
na Lagoa Dourada. Esta fauna de peixes é formada por espécies residentes que realizam
pequenas migragdes, entre a lagoa e o rio Guabiroba, na procura de alimento e de locais para a
reproducdo. Com isto, € possivel levantar a hipdtese de que estas populagdes tenham maior
variacdo genetica quando comparadas com populacdes de A. aff. fasciatus das Furnas.
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1.3. Contribuicdes ao entendimento da dinamica das Furnas de PEVV

A integracdo de informac6es fosseis com filogenias moleculares oferece esfor¢os potenciais
junto com métodos de datacdo molecular para reconstruir tempos de diversificagdo dos seres
vivos (Near et al., 2005; Ho and Duchéne, 2014), e eventos evolutivos historicos (Hipsley and
Miller, 2014). Estes dados fornecem algumas informagdes em torno da dindmica de
manutencdo de populacdes naturais de Astyanax aff. fasciatus nas furnas e sua escala de
tempo. Usando ferramentas como o relégio molecular, como um método probabilistico, é
possivel por meio da distribuicdo de Poisson indicar padrdes de substituicdo de muitos genes
para fornecer insights sobre a historia de todo o organismo (Bromham and Penny, 2003). As
calibracbes geralmente sdo baseadas em evidéncias fosseis ou geoldgicas, e sua escolha pode
ter um enorme impacto nas estimativas moleculares de escalas de tempo evolutivas (Ho and
Duchéne, 2014).

A gendmica revolucionou a forma como entendemos a evolucdo, a ecologia e a fisiologia,
mas mesmo com 0s recentes avancos, o estudo do comportamento animal demorou em adotar
tecnologias genémicas (Bengston et al., 2018). Algumas dessas tecnologias podem ajudar a
responder desde perguntas mais simples até abordagens mais complexas. Ferramentas
genbmicas incluem sequéncias conhecidas (sequenciamento completo do exoma,
enriquecimento direcionado) ou o direcionamento de sitios de restricdo distribuidos
aleatoriamente em todo o genoma (sequenciamento de DNA associado ao sitio de restricdo
(RAD-Seq) e genotipagem por sequenciamento (GBS)).

Como a manutencdo da populacdo de Astyanax aff. fasciatus nas furnas de Vila Velha é
reconhecida como uma pergunta sem uma resposta abrangente, os marcadores genéticos
gerados via GBS ou RAD-Seq podem ser usados, neste sentido, para realizar estudos de
associacdo gendmica ampla (GWAS) ou para identificar QTLs (Quantitative trait loci) que
podem estar associado a um tipo de comportamento especifico, identificando regides
genéticas em desequilibrio de ligacdo com alelos envolvidos na restricdo da plasticidade
(Bengston et al., 2018). Nesse caso, também, a baixa diversidade genética pode aumentar o
risco de extincdo de pequenas populacOes, elevando a endogamia e a depressdo por
endogamia, reduzindo o potencial adaptativo (Coleman et al., 2018). Todas essas situagoes
poderiam conduzir a informacfes relevantes para desvendar o comportamento genético

intrinseco das populagdes de A. aff. fasciatus do PEVV.


mailto:ppggev@power.ufscar.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

Programa de Pos-Graduacdo em

o Genética Evolutiva e Biologia Molecular ) GEv
Via Washington Luis, Km 235 - Caixa Postal 676 /~ Programa de Pés-Graduac
Y, ~ . grama de Pos-Graduagao
UFL:*IQ-‘,T. CEP 13565-905 - S0 Carlos - SP - Brasil e el s
) e-mail ppggev@power.ufscar.br Biologia Molecular

Fone/Fax: (0XX16) 3351-8306

Os papéis relativos da deriva genética, da selecido divergente e da selecdo de reforco sédo
questdes basicas para orientar esta pesquisa. Aqui € crucial estabelecer marcadores
moleculares a serem ligados a fendtipos de interesse e submeté-los a anélise de similaridade,
agrupamentos e relacbes de heranga. A partir da integracdo de dados moleculares com
morfometria e marcadores cariotipicos, elucidamos varios caminhos evolutivos, incluindo a

especiacao em outros grupos de Astyanax (Castro et al., 2014b, 2014a).

1.4. Conservacéao das populacgdes de peixes no PEVV

Os dados gendmicos tém tido uma importancia crescente na biologia da conservacdo,
principalmente na designacdo de unidades de conservacdo, unidades evolutivamente
significativas (ESUs), areas protegidas e espécies ameacadas (Crandall et al., 2000). Da
mesma forma, Moritz (1994) enfatiza no passado evolutivo de populagbes isoladas um
potencial distinto e adaptado para existir unicamente em tais condi¢cdes ambientais. Devemos
considerar que a fisiografia do PEVV, como uma unidade, é uma area importante em termos
de eventos histéricos evolutivos, e as populacdes de peixes significam unidades de
conservacao e subunidades que compdem um antigo evento geoldgico. Alguns autores (Funk
et al., 2012) descrevem a necessidade de incluir abordagens moleculares para entender, definir
e proteger areas naturais. Frankham (2010) também afirma que a falta de manejo genético em
algumas populacbes ndo se deve a falta de diretrizes cientificas, mas devido a falha em néo
considerar questdes genéticas no manejo silvestre. Isto é refletido, por exemplo, nas
populac@es extintas na Furna 1 do PEVV, o qual significou uma perda da diversidade genética
e as caracteristicas Unicas de uma espécie capaz de sobreviver neste ambiente, que se

configura per si como de especial interesse e de um alto valor histérico.

2. HIPOTESES E OBJETIVOS

As populacBes isoladas tendem a reduzir a variabilidade genética e consequentemente sua
habilidade em se adaptar as mudangas ambientais. As populacdes do lambari Astyanax aff
fasciatus estdo submetidas a eventos seletivos ocasionados por sua restricdo de deslocamento
devido as caracteristicas do seu habitat. Dadas as condi¢des ecoldgicas sob as quais se
encontram estas populacOes, € necessario inferir sobre as estrategias e padrdes genéticos e
evolutivos que experimentam estes peixes. Entre as hipoteses a serem testadas, podemos

destacar: i. A dinamica populacional destes peixes isolados nas Furnas evidencia efeitos de
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deriva genética causada pela endogamia, resultando em alteragdes fenotipicas; ii. A
variabilidade genética das populacdes no ambiente isolado apresenta uma tendencia a
diminuiar quando comparado com populacfes sem restricdo ao deslocamento e ao fluxo
génico; iii. A idade das populacbes de A. aff. fasciatus junto com a idade geoldgica das
Furnas de Vila Velha possibilitariam o entendimento da evolucédo e dinamica de populacoes
isoladas permitindo a criacdo de um modelo natural como foco de estudo e conservacao

bioldgica.

OBJETIVO GERAL

Estimar o tempo de colonizacdo da Furna 2 pelos Astyanax aff. fasciatus no contexto
evolutivo e evidenciar possiveis efeitos de endogamia nesta populacdo, confrontando a
variabilidade genética desta populacdo isolada com outras populacdes vageis da mesma

espécie.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Datar geneticamente as populacGes de Astyanax aff. fasciatus no ambiente isolado e néo

isolado e contrastar com sua datacdo geoldgica.

e Quantificar a variacdo gendmica intra- e entre populacdes isoladas e ndo isoladas no
PEVV.

e Explorar o ambiente isolado (Furnas) e ndo isolado (Lagoa Dourada) usando
metabarcoding.

e Confrontar os dados com outros modelos de peixes isolados (Blue Holes e de cavernas).

3. MATERIAL E METODOS

O presente projeto conta com autoriza¢do do Instituto Ambiental de Parana (IAP) N° 15.18,
protocolo N° 15.190.528-5 e licenca permanente para coleta de material zoologico do
IBAMA-CMBIo N° 15115-1. Os ensaios experimentais estdo resguardados por parecer da
Comissdo de Etica em Pesquisa no Uso de Animais da Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (CEUA N° 0388001).
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Capitulo 1. Datacdo molecular e geomorfoldgica desvendam o enigma da ocorréncia do
peixe Astyanax aff. fasciatus isolado em pocos de desabamento naturais no Sul do Brasil.
Potencial de divulgacdo na BMC Evolutionary Biology (1471-2148) — Qualis CB1:B1; Fator de
Impacto: 3.559

Coleta e extracdo de DNA

Os individuos utilizados para analises morfologicas, comportamentais e moleculares serdo
amostrados a partir de populagdes selvagens isoladas e ndo isoladas da espécie Astyanax
fasciatus. A extracdo do DNA gendmico serd realizada com tampdo salino (Aljanabi and
Martinez, 1997), a partir de tecido muscular. Cada amostra de aproximadamente 100 mg sera
homogeneizada em 800 puL de tampao salino (0,4 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH =8,0e 2 mM
EDTA pH = 8,0) usando pistilo adaptado a um agitador mecénico por 10-15s. Se adicionara
80 pL de 20% SDS (Cf = 2%) e 16 pL Proteinase K 20 mg/mL (Cf = 400 mg/mL) misturando
tudo o contetdo. Incubar as amostras a 55-65 °C durante pelo menos 1h ou overnight. Se
adicionara 300 puL de NaCl 6M. Agitacdo das amostras em vortex por 30s na velocidade
maxima e centrifugar por 20 minutos a 13.000g. Se transfere o sobrenadante para outro tubo.
Adicdo de um volume igual de isopropanol. Se incubard a -20°C por 1h. Logo, se realizara
uma centrifugacdo durante 10 minutos a 4 °C a 13.000 g. Se lavara o pellet com 300 uL de
etanol a 70%, centrifugacdo por 5 minutos a 13.000 g. Secado e ressuspensdo 300-500 pL
H>0 estéril (100 uL = 98 puL TE + 2 uL RNase 10 mg/uL).

Amplificacdo de DNA: Método de cddigo de barras

O gene mitocondrial citocromo oxidase 1 (COIl) serd amplificado de acordo com a
metodologia de Hebert et al., (2003). A reacdo de PCR sera realizada em um volume final de
25 pL: 18.65 pL de agua ultrpura, 2.5 pL de 10X DNA Taq buffer, 0.5 uL de MgCl> (10
mM), 04 pL de dNTP (8 mM), 05 pyL de primers L6252-Asn (5'-
AAGGCGGGGGAAAGCCCCGGCAG-3Y), 0.5 pL H7271-COXI
(5TCCTATGTAGCCGAATGGTTCTTTT-3') (Melo et al., 2011) 0.2 puL de Taqg polymerase
(1V), e 1.0 pL de DNA gendémico (50 ng). A condigdo da PCR consistira de uma
desnaturacéo inicial de 94°C (5 min), seguido por 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 s,
alinhamento a 56.7°C por 30 s e extensdo a 72°C por 2 min. A extenséo final a 72°C por 20
min. Depois da amplificacdo, os produtos de PCR serdo corados com GelRed ™ e

visualizados em gel de agarose a 1% para determinar a qualidade e o tamanho dos fragmentos
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amplificados. Os produtos de PCR que serdo utilizados para sequenciamento serdo
purificados com o Kit de purificacio de ADN para PCR GE Healthcare Life Sciences™
illustra™ GFX™., As sequéncias serdo alinhadas usando o algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004)
implementado no software Geneious v4.8. (Kearse et al., 2012), e 0s pontos mutacionais serdo
verificados manualmente, para evitar uma ma interpretacdo do software. A identificacdo
molecular das espécies seguira a analise de similaridade das sequéncias parciais do gene COI
com o arquivo do banco de dados do projeto BOLD (Barcode of life data systems), acessivel

em (http://v3.boldsystems.org/).

Estimagéo de tempos de divergéncia

A fim de estimar o tempo de divergéncia das populagdes de peixes nas Furnas, faremos uma
pesquisa sobre registros fosseis, se existir, e assim realizaremos a calibracdo a partir dele.
Além disso, o marcador molecular serd usado para medir as taxas de divergéncia. Regifes
potenciais do genoma mitocondrial: COIl (citocromo oxidase 1), 16S, NAD4, Cytb, etc.,
podem fornecer uma boa taxa de mutacdo para analisar os tempos de divergéncia. Os
comprimentos médios dos ramos de todas as arvores pos-burnin resultantes da analise
bayesiana serdo utilizados na estimativa do tempo de divergéncia, estes serdo gerados no
software BEAST v1.8 (Bouckaert et al., 2014). A probabilidade penalizada parece ser o
método mais apropriado para avaliar a veracidade de pontos de calibracdo individuais (Near et
al., 2005), usando o programa de r8s v.1.7 (Sanderson, 2003).

Datagéo a partir de estratigrafia e 4C

Trés amostras serdo retiradas dos testemunhos (conchas juvenis e adultas, fragmentos de
conchas, detritos vegetais, restos de madeira e lama organica) das localidades de estudo.
Estas amostras serao datadas pelo radiocarbono convencional (CENA-USP) e por AMS
(Acelerador de Espectrometro de Massa) no Geochron Laboratories da Krueger Enterprises
Inc., Cambridge MA, EUA. parceiros do Laboratério de Estudos Costeiros (LECOST) do
Departamento de Geologia da UniversidadeFederal do Parana. Os resultados serdo
calibrados usando o programa Calib Radiocarbon Calibration 5.0 (Stuiver e Reimer, 1986) e
corrigidas para um AR de 8 + 17 anos, conforme definido em Angulo et al. (2005) para o sul
do Brasil. As idades acima dos 30.000 anos BP nao serao calibradas, porque esses valores

ficam ao alcance do programa de calibracdo.
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Capitulo 2. Convivendo com a endogamia: Analises da estrutura genética populacional

de Astyanax aff. fasciatus isolados no Sul do Brasil.
Potencial de divulgacéo na Heredity (0018-067X) — Qualis CB1:A2; Fator de Impacto: 3.801
Restriction site-associated DNA sequencing (RADseq)

Pretende-se testar se as IsP (populagdes isoladas) experimentam efeitos mais fortes de deriva
(Ne) e exibem maiores niveis de isolamento reprodutivo em comparagdo com NiP
(populagdes ndo isoladas). Para estimar o parentesco genético e o fluxo génico, criaremos
matrizes de distancias gendmicas entre as populagdes a partir das frequéncias alélicas de SNP
(Single Nucleotide Polymorphism) e estimaremos o fluxo génico usando uma analise
multivariada de SNPs neutros identificados no sequenciamento RAD. O protocolo serd
realizado de acordo com o RADseq de dupla digestdo (ddRADseq) de (Peterson et al., 2012) e
os testes ecoldgicos. As analises de bioinformatica e estatisticas serdo realizadas seguindo a
pipeline de Stacks (Catchen et al., 2013) para analises de dados genémicas. O sequenciamento

do RADseq seré realizado em uma plataforma Illumina Hiseq X.

Dentro de cada IsP e NiP, examinaremos a diversidade de nucleotideos, heterozigosidade e
Fis, testando a hipotese de que as populagdes das Furnas estejam estruturadas. Avaliaremos o
histérico demogréafico das populacGes (por exemplo, evidéncias de um gargalo recente)
usando o espectro de frequéncias alélicas. A perda global de diversidade genética dentro de
cada populacdo fornecerd uma estimativa da forca da deriva genética e do tamanho efetivo da

populacdo a longo prazo (Ne).

Capitulo 3. Contraste da diversidade taxondmica em pocos de desabamento e corpos de
agua abertos (Lagoa Dourada) a traves da andlise de eDNA metabarcoding

Potencial de divulgacdo na Molecular Ecology (1365-294X) — Qualis CB1:Al; Fator de Impacto:
5.855

Coleta de amostras

Amostras de sedimento e agua serdo coletadas em varios pontos da Furna 2 do PEVV para
obter uma amostragem significativa de eDNA para deteccdo de espécies de peixes e
organismos invertebrados. Trés amostras de agua de 1L serdo coletadas no local, separadas
por 3-5 m, em frascos estéreis de 10 a 30 cm abaixo da superficie da dgua e imediatamente

colocadas em gelo (Hobbs et al., 2017; Shaw et al., 2016). A filtragem das amostras (agua e
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sedimento) serd realizada segundo o protocolo Ambiental de DNA para Ecossistemas
Aquéticos de Agua Doce (Hobbs et al., 2017).

Amplificacao e sequenciamento

A amplificacdo sera realizada segundo Sales et al., (2019), isto €, a amplificacdo de eDNA
metabarcoding sera feita usando os primers especificos 12S descritos por Miya et al., (2015).
Amplicons de ~ 172pb de uma regido variavel do gene 12S rRNA mitocondrial serdo obtidos
com os primers (MiFish-U-F, 5-GCCGGTAAAACTCGTGCCAGC-3; MiFish-U-R, 5'-
CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG-3). O sequenciamento serd realizado na
plataforma Multiplex Illumina Miseq usando 2 conjuntos de 96 primers com oligo-tags de
conjuntos de bases especificas da amostra e um ndmero varidvel (2-4) de Ns (posicdes
totalmente degeneradas) para aumentar a variabilidade nas sequéncias amplificadas. O
protocolo de amplificacdo por PCR sera realizado segundo Sales et al., (2019).

Preparacédo da biblioteca

Os produtos de PCR serdo agrupados em dois conjuntos diferentes e purificados usando
colunas MinElute (Qiagen), e bibliotecas Illumina serdo construidas a partir de cada conjunto,
usando um Kit de preparacdo de bibliotecas sem o NextFlex PCR (Bioo Scientific) com tags
de biblioteca de 6 pb. Uma selecdo de tamanho do lado esquerdo seré realizada usando 1.1x
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). As bibliotecas serdo entdo quantificadas por
gPCR usando um kit de quantificacdo de NEPCext gPCR (New England Biolabs) e reunidas
em concentragdes equimolares juntamente com PhiX a 1% (v3, Illumina). As bibliotecas
serdo executadas em uma molaridade final de 10 pM na plataforma Illumina MiSeq em uma
Unica célula de fluxo MiSeq usando a quimica 2x 150bp v2.

Analises bioinformaticas

Para as analises bioinformaticas serd usado o pacote OBITools metabarcoding (Boyer et al.,
2016). A ferramenta FastQC sera usada para avaliar a qualidade das leituras, e a remocao do
iniciador serdo conduzidas usando o comando ngs filter. A delimitagcdo da Unidade
Taxondmica Operacional Molecular (MOTU) sera realizada utilizando o algoritmo SWARM
2.0 (Mahé et al., 2015) e ecotag (Boyer et al., 2016) serad utilizado para a subsequente
atribuicédo taxonoémica.

Analises estatisticas

Sera realizado uma anélise ndo paramétrica PERMANOVA (Permutational multivariate

analysis of variance) no software R v3.5.1 (https://www.R-project.org/). Gréaficos
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multidimensionais ndo-métricos serdo obtidos usando a dissimilaridade de Bray-Curtis,
atraves do software PAST 3.14 (Hammer et al., 2001).

4. COLABORACOES NACIONAIS E INTERNACIONAL

i. Laboratdrio de Estudos Costeiros (LECOST), Departamento de Geologia da Universidade

Federal de Parana (UFPR). Colaboracéo para a datacdo geomorfoldgica das Furnas.

Laboratério de Genética da Conservacdo, Pontificia Universidade Catolica de Minas

Gerais -PUC-Minas. Colaboracdo para a analise de metabarcoding (eEDNA).

Laboratorio de Genética em Agquicultura e Conservacdo do Centro de Aquicultura da

UNESP — Jaboticabal. Colaboracdo para a analise ddRadSeqg.

Laboratério de Ecologia da Universidade Tecnologica Federal do Parand (UTFPR).

Colaboracdo nos desenhos experimentais e em analises de comportamento.

Agquactic Ecology Laboratory, Lund University, Suécia. Colaboracdo para a analises

ecoldgicas e no estabelecimento do modelo de estudo.

5. VIABILIDADE TECNICA E FINANCEIRA DA PROPOSTA

A referida proposta de projeto conta com a estrutura do Laboratério de Genética Evolutiva
(LabGEV). O LabGEV possui a estrutura necesséria para o desenvolvimento das anélises
moleculares. Além disto, os proponentes da referida proposta possuem parceria com 0
Laboratorio de Estudos Costeiros (LECost) do Departamento de Geologia da Universidade
Federal do Parana que contribuira na datacdo e andalises geoldgicas necessarias, assim como
parcerias do Laboratério de Ecologia da UTFPR, e o laboratério de Genética e conservacao da
PUC-Minas. O suporte financeiro desta proposta conta com apoio de diversos projetos

aprovados no LabGEv.

6. RESULTADOS ESPERADOS

A partir da implementacdo do presente projeto pretende-se atingir varios impactos, entres 0s
mais destacados:

Obtencéo de dados gendmicas que respondam aos aspectos evolutivos mais importantes que
levaram a preservacao das populacoes Isoladas (PIs) nas Furnas do PEVV;

O grupo de pesquisa envolvido neste projeto consolidara parcerias nacionais e internacionais

com um amplo e rico conhecimento acerca dos temas relacionados a evolugéo, ecologia, e
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comportamento de populacdes com caracteristicas particulares, assim, criando e ampliando o

grupo de pessoas capazes de atender os problemas de biodiversidade que as diferentes areas

do Brasil precisam;

Para os produtos cientificos em forma de artigos, espera-se que tenham um alto impacto, pois,

o grande volume de dados proporcionara discussdes amplas e relevantes para o entendimento

das dindmicas populacionais dos peixes continentais;

O presente trabalho servird ainda de suporte a tomada de decisdes sobre a preservacdo das

populacBes de peixes nas Furnas de Vila Velha e seu ambiente. Permitira ainda, neste sentido,

orientar atividades de ecoturismo, importante fonte de recurso para o desenvolvimento

sustentavel na regido.

7. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES
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1

18
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