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Introducado e Justificativa

Qualificagbes do Proponente

O solicitante é Professor na UFRJ, coordenador de grupo de pesquisa com 8 membros,
pesquisador PQ-2 CNPq, Jovem Cientista FAPERJ e coordenador de projetos financiados por
agéncias nacionais e internacionais. Participa de trabalho de campo regular e possui licenca

permanente. Recentemente coordenou expedicbes cientificas com apoio logistico do ICMBio na
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Unidade de Conservacdo do Parque Nacional do Iguacu. Possui um histérico de publicacdes de alto
nivel nas disciplinas de genética e evolucdo, principalmente utilizando peixes de dgua doce da
familia Cichlidae. Conduz pesquisas ha mais de 10 anos apds o doutoramento incluindo trabalho
com comportamento de organismos vivos (e.g. Henning & Matioli 2005, Henning et al. 2012,

Henning et al. 2017).
Introdugdo Tedrica

O presente projeto visa identificar os processos que regem a origem de novas espécies.
Este conhecimento é fundamental para compreender os processos de origem da biodiversidade
assim como mitigar a sua perda. Propomos aproveitar o potencial de novas tecnologias e de um
ambiente bioldgico excecional para entender a genética de tracos ecologicamente relevantes que
evoluiram de forma replicada na radiacdo adaptativa de Crenicichla. Embora o taxon focal do
projeto seja Crenicichla, solicita-se também a autoriza¢do para coleta de um pequeno nimero de
espécimes de espécies que sao predadas por Crenicichla (peixes e macroinvertebrados). Dados de
referéncia das espécies locais de macroinvertebrados ndo estdo disponiveis, necessitamos desta
etapa para usar métodos baseados em DNA para a identificacao dos conteldos gastrointestinais e
investigar o grau de especializagdo ecoldgica que acompanha as novas espécies.

O longo tempo necessdario para a especiacao dificulta o teste dos fatores por trds dos
estagios iniciais da origem de novas espécies (1). Modelos tedricos tém apontado que os principais
tracos que levam a especiacdo sdo a) escolha de parceiros e b) uma caracteristica sob selegao
natural divergente, mas dados genéticos sobre esses tracos ainda sdo escassos (3). Radia¢dOes
adaptativas sdao o resultado da origem de multiplas espécies que ocupam uma diversidade de
nichos ecoldgicos a partir de um uUnico ancestral em um periodo curto de tempo, formando um
“continuo de diferenciacdo” com estagios diferentes de divergéncia entre populacées (2).
Atualmente, com o avanc¢o dos métodos de obtencdo e andlise de dados gen6micos tornou-se
mais vidvel estudar a “zona cinza” da especiacdo (4).

Peixes ciclideos sdo um dos mais importantes modelos para o estudo da especiacdo, em
funcdo de sua rapida taxa de especiacdo, alta diversidade genética, ecoldgica e morfoldgica (1).
Com 1713 espécies, contém 10% da diversidade de peixes teledsteos (5). O género Crenicichla,
conhecidos como Joanas ou Jacundas, é o mais diverso dos ciclideos neotropicais e apresenta
radiacOes adaptativas que sdo excelentes modelos para pesquisas evolutivas brasileiras (4). Na

bacia do rio Iguagu, ocorre uma radiacdo monofilética conhecida, o grupo lguassuensis, onde ha
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um fascinante cenario de adaptacao fluvial em ecomorfologias distintas abrangendo piscivoria (C.
iguassuensis), insetivoria (C. tuca), herbivoria (C. tapii) e moluscivoria (C. tesay). O traco de labios
hipertroéficos, associado ao modo de forrageio em fendas rochosas também presente em outros
ciclideos (8) estd presente em 3 diferentes espécies de Crenicichla e o relacionamento filogenético
dessas espécies, sugere-se que labios hipertréficos tenham evoluido diversas vezes (9). Apesar
dessas espécies e ecomorfologias terem sido recentemente descritas, pouco se sabe sobre as

diferentes estratégias de reproducdo, comportamento, forrageamento, entre outros fatores.

Objetivo Geral

Este trabalho visa desvendar as bases genéticas e ecoldgicas das radiagdes adaptativas de
Crenicichla spp. Através da integracao de dados gendmicos, ecolégicos e observagdes de animais
em seu ambiente natural buscamos compreender a origem das adaptacGes e descrever as fontes

de selecdo ecoldgica e isolamento reprodutivo.

Objetivos Especificos

e Testar se caracteristicas adaptativas como os labios hipertroficos estdo sob selecao natural
disruptiva e apresentam relacdo com a alimentacdo

e Testar se a diferenciacdo genOmica estd compativel com os modelos tedricos de
crescimento de ilhas de diferenciagao e introgressao adaptativa e selegdo natural;

e Descrever a relacdo filogenética das espécies de Crenicichla e o grau de diferenciacdo e
estruturacdo genética entre espécies e populacdes

e Descrever as diferencas alimentares e graus de especializacdo alimentar

e Descrever a base genética molecular das caracteristicas adaptativas através de
mapeamento genético e analise de expressdo genica

e Descrever o comportamento de forrageio e escolha de parceiros

e Compreender o desenvolvimento ontogenético das diferentes morfologias troficas através

de analises longitudinais e estudos de plasticidade fenotipica em populagdes em cativeiro

Material e Métodos

Peixes serdo coletados utilizando uma ampla gama de metodologias de captura como redes

de espera, de arrasto, anzol e tarrafa. Serdo usadas redes de malhas 1.5, 2.0, 3.0 mm entre nds
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adjacentes e 10m de comprimento cada. Eventualmente, serdo utilizadas também armadilhas tipo
covo para a captura de espécies de pequeno porte. Tarrafas de tamanhos e malhas variadas serao
utilizadas principalmente para a captura de peixes associados aos ambientes de corredeiras e com
substrato rochoso. Pesca com vara e anzol sera eventualmente realizada para captura de algumas
espécies. Apos a coleta, os espécimes sao mantidos vivos através de recipientes com aeradores ou
sacos de transporte (breather bags, Kordon) para serem levados ao centro de processamento. Os
espécimes sdo anestesiados utilizando MS-222 e fotografados em vida em um aquario de 2 litros
posicionado em um miniestudio fotografico. Em seguida, sdo eutanasiados em MS-222 mantendo-
os na solucdo por 15min apds o cessamento do movimento opercular. A coleta de
macroinvertebrados serd conduzida de diferentes maneiras, tanto através de coleta manual, como
através do uso de peneiras, surber e kicking. Apds coletados serdo dispensados em tubos de 50 ml
ou sacos contendo alcool absoluto.

Para a obtencdao de amostras de tecidos e DNA, diversos tecidos serdo dissecados e
preservados em dlcool absoluto, RNAlater ou congelados. A extracdo de DNA genbémico sera
realizada com kits comerciais. A integridade do DNA de cada amostra sera avaliada a partir da
eletroforese. Amostras serdao submetidas ao sequenciamento de leituras longas “HiFi” na
plataforma PacBio Revio. As analises de bioinformatica serdo realizadas em pacotes do R e em
softwares adequados. A associacdo de regides gendmicas com as caracteristicas-alvo serd
conduzida por GWA. Sera realizada uma analise de componentes principais (PCA), considerando
uma matriz de variancia-covariancia. A fim de testar o papel da introgressao nestas linhagens, serd
inferida e contrastada arvore filogenética de loci adaptativo vs. drvore filogenética de loci neutro.
Multiplos genomas completos serdo produzidos para gerar um arcabougo para estas analises.

Iremos estudar a dieta usando uma variedade de abordagens. Dentre elas, metabarcoding,
que utiliza a andlise do DNA presente nas amostras de conteldo estomacal ou fezes para identificar
as presas consumidas. Essa técnica permite a detec¢do de uma ampla gama de espécies de presas
de forma simultdnea. Usaremos também a andlise de isdtopos estaveis, onde a proporcdo de
is6topos em tecidos de um organismo reflete sua posicdo tréfica e a origem de seus recursos
alimentares consumidos. Por fim, serdo feitas andlises de conteddo estomacal em
estereomicroscépios. Combinadas, todas essas técnicas fornecem dados que permitem a
compreensdo dos habitos alimentares das espécies. Individuos das diferentes espécies de interesse

de Crenicichla e de algumas amostras dos possiveis itens alimentares ingeridos por elas, para que
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seja possivel a calibragem e referencias em andlises moleculares e de isétopos. Todas as anadlises
dentro deste objetivo contam com pesquisadores parceiros especialistas nos tépicos de
alimentagdo/ ecologia de peixes (Laboratério de Ecologia de Peixes/ UFRJ, Dra. Miriam Albrecht) e
macroinvertebrados aquaticos (Laboratério de Entomologia/ UFRJ, Doutorando André Alves). A
identificacdo taxonémica dos dados moleculares dos conteudos dos tratos digestérios dos peixes
serd obtida pela comparagdao com sequéncias conhecidas. O modo de forrageio e comportamento
de escolha de parceiro serdo investigados através de filmagens e registros fotograficos utilizando
equipamentos variados (snorkel e GoPro, cameras estaticas e drone subaquatico). A andlise de
dados ecoldgico-comportamentais seguira protocolos estabelecidos de quantificagdo do tipo
“animal focal” e “scan sampling”. Os métodos para criacdo em cativeiro visando estudos
comportamentais e de plasticidade fenotipica estdo descritos em maiores detalhes na secao

“Condi¢des do Mantenedouro”.
Cronograma de execugéo de atividades

O quadro abaixo detalha o andamento proposto do projeto. O quadro também detalha os
responsaveis pela conducdo dos estudos no ambito da formacgdo de recursos humanos, sendo “D”

para doutorado e “M” para mestrado.
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Resultados Esperados

Como resultado principal deste trabalho, esperamos descrever a base genética de diferentes

caracteristicas adaptativas e entender como estas caracteristicas estao relacionadas aos processos
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de escolha de parceiro e selecdo natural divergente. Com estes dados, poderemos testar os

principais modelos tedricos para a origem de novas espécies e verificar a) se a diferenciacao

gendmica esta compativel com os modelos tedricos de crescimento das ilhas de diferencia¢do e b)

se ha introgressdo adaptativa dos genes ou gene responsavel por essa caracteristica. Com estes

dados, esperamos produzir os seguintes produtos:

Um conjunto de mais de 10 artigos cientificos, sendo 3 de alto impacto, apresentagbes em
congressos e material de disseminagdao do projeto visando a conscientizagao para a
conservagao;

Formacdo de mais de 5 alunos de pds-graduacao;

No nivel da comunidade local, esperamos aumentar a conscientiza¢cdo sobre a diversidade
endémica local e promover a capacitacdo de futuros exploradores e conservadores da
natureza por meio da troca ativa de conhecimento. Ja observamos isso em primeira mao
em interagdes anteriores com jovens locais. Uma disseminag¢ao mais ampla para um publico
mais geral serd alcancada através do compartilhamento de conteudo digital nas redes
sociais. Nosso extenso uso de dispositivos de gravacdo subaquatica e, especialmente,
nossas parcerias com fotdgrafos locais subaquadticos, garantem que havera muitas imagens
deslumbrantes de peixes Crenicichla em seu habitat natural disponiveis para esse fim.
Reconstruir a historia molecular natural desses tragos certamente criard mais um exemplo
didatico que levara a valorizacdo e conservacao desse sistema incrivel.

Serd produzida uma base de dados moleculares de referéncia de macroinvertebrados e

peixes que terd ampla aplicabilidade também para uso de DNA ambiental
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Condicoes do mantenedouro

Peixes ciclideos do género Crenicichla serao transportados do local de coleta com o uso de
recipientes de 20 litros (até 4 peixes por recipiente) contendo dgua proveniente do local de coleta
e devidamente oxigenados por bombas. O transporte ndo serd superior a 3 dias, o que nao
representa risco a sobrevivéncia dos animais. Animais serdo mantidos em aqudrios de tamanho
médio (30-200 litros) respeitando-se os protocolos estabelecidos de criagdo de peixes ciclideos. Os
aquarios que irdo receber os animais serdo preparados previamente com agua de caracteristicas
fisico-quimicas compativeis com o ambiente de origem (e.g. pH e temperatura). Animais serdo
alimentados duas vezes ao dia com pellets comerciais de formulagado especifica para ciclideos. A
dieta serd suplementada por larvas de Artemia. Trocas de agua (70%) ocorrerdao com frequéncia
quinzenal. A dgua serd mantida em boas condicdes de oxigénio e toxicidade através da circulacao
por uso de filtros e oxigenadores. O numero de animais por aquario levard em conta a densidade
minima para o bem estar das espécies: minimo de 20 | por individuo, minimo de cinco individuos
por aquario e razdo sexual equilibrada. Os ambientes serdo enriquecidos com esconderijos
(rochas, telhas e tijolos). Pares em comportamento de cépula ou corte serao isolados, uma vez
gque podem tornar-se extremamente agressivos com o0s outros individuos. Caso haja
acasalamentos bem sucedidos, as larvas serdo transferidas para um aquario de 20 litros e mantidas
com intensa circulacdo e alimentacdao com base em Artemia. Os individuos serdo marcados com

tags eletronicas (PIT Tags), injetados na musculatura dorsal e serdo monitorados periodicamente
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para medicdo de caracteristicas morfoldgicas (peso, tamanho e forma corporal). Leituras
comportamentais serdo utilizadas para determinar o nivel de estresse a que os animais estdo

submetidos, e.g. a perda de apetite é um claro sinal de desconforto.

Vinculos de outras solicitacoes

N. Solicitacdo: 86762
Justificativa: A presente solicitacdo complementa a licenga permanente obtida recentemente pelo

pesquisador (N. 86762) para permitir a coleta dentro de UC Estaduais no Estado do Parana.
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