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RESUMO

Ha pouco mais de uma década o uso do DNA ambiental tem tomado destaque em
pesquisas de andlise da biodiversidade de ecossistemas aquéticos. Contudo, essa
ferramenta ainda apresenta desafios metodolégicos e logisticos principalmente na
etapa de coleta e filtragem de grandes volumes de agua. Assim, o presente trabalho
investiga eficacia da coleta passiva utilizando a gaze como material de amostragem.
Neste estudo foi utilizada uma estrutura de baixo custo feita a partir de materiais
reciclaveis que serviu de suporte para a realizacdo da coleta passiva com gazes
inseridas em sondas. Objetivou-se avaliar a capacidade da gaze em capturar DNA
ambiental em diferentes tempos de submersao (5 minutos, 30 minutos, 4 horas e 12
horas) horas. As amostras foram coletadas em uma &rea de varzea as margens do Rio
Amazonas. Apos todo o processo de curadoria foram obtidas 1.979.936 reads, que
apos o controle de qualidade e remocdo das sequéncias apresentadas no controle
negativo resultou em 1.655.863 reads distribuidas entre as amostras de gaze e filtro.
Identificou-se 348 unidades taxondmicas a nivel de género (similaridade = 95 %) e 89 a
nivel de espécie (similaridade = 98 %), que se distribuiram em ambos os materiais de
coleta. O trabalho concluiu que a coleta passiva com gaze possui eficiéncia semelhante
a coleta ativa que envolve a filtragem, e que o tempo de 5 minutos € suficiente para a
realizacdo da coleta passiva, sugerindo assim, que essa técnica € uma alternativa
viavel para a coleta de eDNA oferecendo melhor logistica, reduzindo o esforco fisico e

financeiro na etapa de coleta.

Palavras-chave: Amostragem de DNA ambiental; Gaze; Metabarcodificagéao.



ABSTRACT

For just over a decade, the use of environmental DNA has been gaining prominence in
research analyzing the biodiversity of aquatic ecosystems. However, this tool still
presents methodological and logistical challenges, especially at the stage of collecting
and filtering large volumes of water. This study investigates the effectiveness of passive
collection using gauze as a sampling material. This study used a low-cost structure
made from recyclable materials to support passive collection with gauze inserted into
probes. The aim was to assess the ability of gauze to capture environmental DNA at
different submergence times (5 minutes, 30 minutes, 4 hours and 12 hours). The
samples were collected in a floodplain area on the banks of the Amazon River. After the
entire curation process, 1,979,936 reads were obtained, which after quality control and
removal of the sequences presented in the negative control resulted in 1,655,863 reads
distributed between the gauze and filter samples. 348 taxonomic units were identified at
genus level (similarity = 95%) and 89 at species level (similarity = 98%), which were
distributed in both collection materials. The study concluded that passive collection with
gauze has similar efficiency to traditional filtering, and that a time of 5 minutes is
sufficient for passive collection, thus suggesting that this technique is a viable
alternative for eDNA collection, offering better logistics and reducing physical and

financial effort at the collection stage.

Keywords: Environmental DNA sampling; Gauze; Metabarcoding
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1 INTRODUCAO

Os métodos tradicionais de monitoramento da diversidade envolvem uma
logistica complexa, que exige observacdo direta, captura, identificacdo e
catalogacdo das diferentes espécies presentes no ambiente. Esse processo torna a
metodologia trabalhosa e limitada por conhecimentos morfotaxonémicos (Blaxter,
2004). Lobl et al.,, (2023), destacam que o declinio no financiamento e no
treinamento em taxonomia coloca em risco a capacidade de monitorar a
biodiversidade de forma adequada. Esse cenario representa mais um obstaculo para
0s meétodos tradicionais de monitoramento, uma vez que eles dependem de
taxonomistas capacitados para diferenciar e identificar as milhares de espécies
existentes.

Nesse contexto, o DNA ambiental (eDNA) surge como uma ferramenta
inovadora, consistindo na deteccdo de fragmentos genéticos liberados por
organismos no ambiente por meio de muco, fezes, urina, liberacdo de células mortas
e excrecOes diversas. Essa técnica permite a identificacdo de espécies presentes no
local sem a necessidade de observacdo direta, com o potencial de tornar as
avaliacdes da biodiversidade e da composicdo da comunidade mais eficientes,
contribuindo  significativamente para o0 monitoramento e a pesquisa da
biodiversidade (Thomsen; Willerslev, 2015).

1.1 DNA ambiental

O eDNA é um método de estudo amplamente aplicado para analise e
monitoramento da macrofauna aquatica, podendo ser empregado em estudos de
qualquer tipo de ambiente sem causar prejuizos ao habitat em estudo ou as
espécies presentes no local (Sahu et al., 2023). Conhecida desde o inicio dos anos
2000, a técnica de eDNA metabarcoding passou a se destacar como uma
ferramenta de andlise de espécies aquaticas em 2008, quando foi utilizada para
detectar uma espécie invasora de ra (Ficetola et al., 2008). Desde entédo, tem se
mostrado uma ferramenta de destaque, apresentando vantagens em relacdo aos
métodos tradicionais de monitoramento (Banerjee et al., 2022).

O eDNA possui alta capacidade de difusdo no meio ambiente, o que permite
detectar organismos presentes mesmo que estejam distantes do local de coleta

(Rees et al.,, 2014). Além disso, essa técnica possibilita a deteccdo de espécies
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independentemente da fase de vida em gque se encontram, como ovo, larva, entre
outras, tornando o inventario faunistico do ambiente em estudo ainda mais preciso
(LU SHU et al., 2020). Outra vantagem € que o método dispensa a necessidade de
procedimentos invasivos durante a etapa de obtencdo de amostras (Stat et al.,
2019). Para a efetivacdo dessa analise, é necesséaria apenas uma pequena amostra
coletada no local, que pode ser de solo, agua, sedimento, entre outros (Thomsen &
WillersleV, 2015).

1.2 Coleta ativa de eDNA aquatico

Apesar da maior facilidade na obtencdo de resultados oferecida pelo eDNA
na andalise da biodiversidade de ecossistemas aquaticos, ainda existem desafios
relacionados aos procedimentos metodoldgicos, especialmente na etapa de
filtragem do material coletado (Kirtane; Atkinson; Sassoubre, 2020). Para obter o
eDNA por meio da coleta de agua sao necessarios equipamentos especializados
(bombas a vacuo, filtros, frascos esterilizados), enfrenta-se dificuldades no
transporte e armazenamento de grandes quantidades de agua e o eDNA coletado é
passivel de degradacdo durante o transporte (Bessey et al., 2021; Chen et al.,
2022). A coleta ativa também aumenta o potencial de contaminacéo cruzada devido
a quantidade de materiais utilizados e as etapas envolvidas até a obtencéo final dos
filtros com o eDNA pronto para extracao (Minamoto et al., 2016).

As aguas do Rio Amazonas sdo caracterizadas por sua coloracdo branca e
aspecto barrento, decorrentes da presenca de grande quantidade de particulas em
suspensao, principalmente material argiloso, que se deposita ao longo das planicies
inundaveis (Almeida; Amaral; Silva, 2004). Essa caracteristica torna o processo de
filtracdo ainda mais limitado, devido ao entupimento frequente dos filtros, que
possuem porosidade em escala nanométrica, variando em média de 0,45 a 0,7 um,
dependendo do material da membrana (Tsuji et al., 2019). Considerando que a
etapa de coleta € a fase mais complexa em trabalhos com eDNA aquatico, o
desenvolvimento de uma metodologia eficaz de coleta passiva pode ser uma
alternativa para minimizar os problemas nessa etapa, que € crucial para a obtengéo

de bons resultados nas fases laboratoriais subsequentes (Verdier et al., 2022).

1.3 Coleta passiva de eDNA
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A coleta passiva de eDNA pode ser realizada utilizando uma sonda carregada
com materiais de captura (no caso deste trabalho, a gaze), podendo ser feita em um
ponto fixo ou por meio de arrasto. Apds a coleta, o material ja estara pronto para
extracdo. Diferentemente do método de filtragem, no qual a coleta de agua ocorre
em um momento especifico, sem capturar a entrada continua de agua que passa
pelo local (Zhang et al.,, 2024), a coleta passiva permite capturar uma maior
guantidade de eDNA, pois fica exposta por mais tempo a passagem de agua,
aumentando a eficiéncia na deteccdo de espécies. Além disso, oferece uma logistica
menos complexa (Yan et al., 2024), reduz o tempo de obtencdo das amostras,
diminui 0 uso de insumos e minimiza custos e riscos de contaminacdo durante a
coleta (Jeunen et al., 2024; Maiello et al., 2022).

Por apresentar uma logistica mais simples, mesmo em locais remotos, a
coleta passiva permite obter um maior nimero de amostras (N amostral) em
diferentes pontos do local de estudo, mantendo um menor risco de contaminacao e
aumentando a capacidade de recuperacao da diversidade de organismos presentes
(Van der heyde et al., 2023). Esse método nao requer equipamentos sofisticados,
como bombas peristalticas ou sistemas a véacuo, tornando-o mais viavel para
aplicacdo em locais remotos e de dificil acesso (Bessey et al., 2022). Estudos que
visam melhorar a logistica na obtencdo de amostras de eDNA s&o importantes, pois,
a medida que se desenvolvem trabalhos voltados ao seu aperfeicoamento, os
procedimentos envolvidos na aplicacdo dessa técnica tendem a evoluir e se tornar

cada vez mais aprimorados (Deiner et al., 2017).

Alguns trabalhos ja tém buscado avaliar métodos de coleta passiva de eDNA.
Kirtane et al. (2020), avaliaram a coleta passiva utilizando carvédo ativado granular
(GAC) e argila montmorilonita (MC) como adsorventes para captura de eDNA,
comparando a eficacia desses materiais com diferentes protocolos de extracao. Os
resultados mostraram que o carvao granulado, utilizado em sachés, apresentou
desempenho superior ao da argila montmorilonita, capturando a mesma quantidade
de eDNA de peixes em comparacdo ao metodo de filtragem com 1 litro de agua.
Valdier et al. (2021) testaram a coleta passiva utilizando amostradores de
hidroxiapatita (HAp) impressos em 3D, demonstrando que o método foi eficiente e
obteve resultados semelhantes aos dos métodos convencionais de filtragem. Bessey

et al. (2021), avaliaram a coleta passiva com membranas de nylon carregadas
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positivamente e de éster de celulose néo carregadas, concluindo que a coleta
passiva permitiu uma deteccdo abrangente das espécies de peixes, com eficacia
equivalente a dos meétodos tradicionais, sendo as membranas de éster as que
apresentaram melhores resultados. Zarcero et al., (2024) desenvolveram um novo
dispositivo de amostragem passiva, denominado POMPOM, composto basicamente
por malha de poliamida, projetado para facilitar a logistica em ambientes de dificil
acesso. Os resultados demonstraram que a coleta passiva com POMPOMs foi capaz
de capturar uma diversidade de organismos semelhante a obtida pelo método de

filtragem.

Apesar da existéncia de trabalhos voltados a avaliacdo da eficacia da coleta
passiva, poucos estudos investigaram o tempo necessario de submersdo do
amostrador para a recuperacédo eficiente da diversidade de espécies. Bessey et al.
(2021), avaliaram tempos de 4h, 8h, 12h e 24h, concluindo que o aumento no tempo
de submersdo néo resultou em maior rigueza de espécies detectadas. Bessey et al.
(2022) testaram a coleta passiva com tempos variando entre 5 e 1080 minutos,
observando que, para a maioria dos materiais testados (celulose, celulose com 1% e
3% de quitosana, celulose sobreposta com nanofibras eletrofiadas e 1% de
guitosana, fibras de algodéo, fibras de canhamo e esponja com zedlita ou carbono
ativo), 5 minutos foram suficientes para recuperar a mesma riqueza de espécies
obtida pela coleta ativa. Apesar dos avancos, ainda sdo necessarios estudos que
avaliem novos materiais para a coleta passiva, visando simplificar a logistica, reduzir
o esforco fisico e tornar o método financeiramente mais viavel.

Diante disso, este trabalho concentra-se em avaliar a coleta passiva de eDNA
com foco em peixes, utilizando a gaze como amostrador em diferentes tempos de
submersao, comparando-a com a coleta ativa. Parte-se da hipétese de que a coleta
passiva pode ser uma alternativa ao método de filtragem, garantindo menor esforco
humano, custos reduzidos e menores riscos de contaminagédo, a0 mesmo tempo em

gue mantém a eficiéncia na coleta.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

e Avaliar a coleta passiva de DNA ambiental com gaze analisando sua eficacia

em diferentes tempos de submersao.

2.2 Especificos:

e Desenvolver uma metodologia de coleta passiva com gaze para a captura de
DNA ambiental de peixes, em rios de turbidez elevada.

e Comparar a biodiversidade identificada através da gaze com a observada
pela coleta passiva.

e Comparar a diversidade de vertebrados (peixes) detectados entre as coletas

ativa e passiva.

3 METODOLOGIA

3.1 Local de coleta

A coleta foi realizada em uma area de varzea situada nas proximidades do
canal do rio Ituqui, no territério Maria Valentina (2°28'20.0"S 54°32'58.9"W), que fica

a margem do rio Amazonas, no municipio de Santarém, Para, Brasil (figura 1).
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Figura 1: Mapa de localizacdo da area de estudo. A area cinza escura representa a
area urbana de Santarém-PA e o circulo indica o local da coleta no territério Maria
Valentina.

LOCALIZACAO DA AREA DE ESTUDO

54°44"W 54;:’34’\\" " 54°24"W SI70W A0DW

o
[

20005
EXH

2°23'S
2°23'S

GFOW AW

Legenda

® Local da coleta

[ Arca urbanizada

2°33'S,

[J Municipio de Santarém
[T Estado do Pard
[ Brasil

S4°44nW 54°34"W 54°24"™W

Fonte: Autor 2024

As coletas foram realizadas no més de junho de 2024 que compreende 0
periodo da cheia. Foram utilizadas estantes de tubos de laboratério como sondas
onde as gazes ficaram presas. Essas estantes proporcionam maior praticidade para
abrir e fechar, além de possuirem suas proprias travas de seguranca e seu formato
retangular permitir que as gazes ndo se sobreponham uma sobre as outras
aumentando a area de contato entre cada uma com a agua. As gazes foram presas

a sonda com linhas de nylon (figura 2).
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Figura 2 — Sonda equipada com gaze para coleta

I\

Fonte: Autor 2024

Um dia antes da coleta, os seguintes materiais foram esterilizados em
laboratério: tesouras, garrafas plasticas de 1 L, linhas de nylon, estantes e
chumbadas. Além disso, foram separados outros materiais, como isopor com gelo
fabricado no laboratorio, silica, luvas e tubos Falcon de 50 mL. A esterilizacdo dos
materiais foi realizada com detergente diluido a 5% em &agua destilada e agua
sanitaria a 10%. Em cada sonda, foram inseridas oito gazes para garantir que, em
caso de perda por contaminagdo ou outros motivos, houvesse gaze de reserva. As
gazes foram submersas por 5 minutos, 30 minutos, 4 horas e 12 horas. Foram
realizadas duas rodadas de coleta com os mesmos tempos de submerséo, sendo
uma durante o dia das 06h00 as 18h00 e outra durante a noite das 18h00 as 06h00
totalizando um periodo de 24 horas de coleta. Foi coletado um litro de agua as
06h00 da manha e outro as 12h00 para a realizacéo da filtragem e comparacdo com
a coleta passiva.

Uma estrutura flutuante foi construida para que as sondas ficassem presas.
Para construir a estrutura, foram necessarias 8 garrafas pet de 2 litros e uma haste
de madeira. Quatro garrafas presas juntas com fita adesiva transformando-as em
uma unica boia, dessa forma, foram feitas duas boias e a haste de madeira se
conectou de uma a outra (figura 3). Para garantir que as sondas ficassem na mesma
altura em relacdo a superficie da agua, em cada sonda foi presa uma chumbada
para puxar em direcdo ao fundo e uma boia de isopor que ficou presa a sonda por

uma linha de nylon distanciando a sonda da boia em 30 cm.
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Figura 3 - Estrutura feita para as sondas ficarem presas.

Fonte: Autor, 2024.

Ap6s cada tempo de submersdo, as gazes foram retiradas da agua e
guardadas em tubos Falcon contendo silica que foram armazenadas em gelo até
chegar ao laboratério de educagdo e evolucdo Professor Horacio Schneider
(LEDEVO), onde foram armazenadas no freezer a -20°C até serem feitas as etapas
seguintes. As gazes usadas foram acondicionadas em envelopes de papel aluminio.
A agua coletada foi filtrada, e os filtros foram guardados da mesma forma que as
gazes. Para cada litro de &gua coletado, foram feitas trés réplicas durante a

filtragem, resultando em trés filtros por amostra.

3.2 Procedimentos laboratoriais

As extracOes de DNA foram realizadas utilizando o kit Nucleospin soil. Os
procedimentos foram realizados dentro de uma cabine exclusiva para procedimentos
de extracdo. Antes de iniciar a extracdo, as partes internas da cabine eram
esterilizadas com 4gua sanitaria 10%, agua destilada, alcool 70% e por fim era
submetida a luz UV por 15 minutos para garantir a eliminacdo de contaminantes.
Para a extracdo, utilizou-se cerca de 0,50 gramas de cada gaze por amostra e o
processo de extracdo seguiu o0 protocolo recomendado pelo fabricante. Para a
extracdo dos filtros utilizou-se metade de cada filtro e 0 mesmo protocolo. A PCR foi
feita utilizando o com primer V12s-U desenhado para amplificar a regi&o 12S rRNA
de vertebrados (Riaz et al., 2011). Cada amostra foi amplificada em triplicata usando
reacdes com volumes totais de 15 pyL por amostra onde 5 era de agua destilada

ultrapura, 7,5 de master mix, 0,25 pL de cada primer, e 2 uL de DNA. As PCR foram
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amplificadas em um termociclador (minipcr bio®) com o0 seguinte programa:
desnaturacdo inicial a 98°C por 180 segundos, seguida de 30 ciclos a 98°C com
duracdo de 30 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extenséo a 72°C
por 30 segundos, sendo a extenséao final com duragdo de 600 segundos. As PCRs
amplificadas foram purificadas usando o llumina® Purification Beads. A analise da
gualidade de cada amplificacdo foi feita utilizando eletroforese em gel de agarose.
Para a montagem das bibliotecas, foi utilizado o kit Nextera XT Indexs. A
guantificacdo tanto da extragcdo quanto das PCRs foi realizada utilizando o kit
Promega Quantifluor dsDNA System e o fluorimetro Quantus (Promega). O
sequenciamento foi realizado no sequenciador i-Seq 100 da Illumina, regulado no
modo paired-end 150pb, com procedimento padrdo adicionando 10% de phyX ao

pool das bibliotecas a 85 pM, para obtencéo de arquivos em formato fastq.

3.3Andlise dos dados

Implementamos a pipeline “metapipe” (https://github.com/marlaux/METAPIPE)

que inicia mediante a introducéo do FastQC v 0.12

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) com o objetivo de

analisar os parametros de qualidade do sequenciamento. As sequéncias forward
(R1) e reverse (R2) foram alinhadas usando o PEAR 0.9.11 (Zhang et al., 2014).
Apos isso, os primers foram eliminados e a qualidade das reads foi controlada com o
auxilio do VSEARCH (Rognes et al.,, 2016) e do Cutadapt (Martin, 2011). Nessa
fase, reads com qualidade inferior a phred score 20, muito curtas (menos de 100 pb)
e sem as sequéncias de primers foram eliminadas, especialmente quando
apresentavam uma taxa de erro superior a 1%. Além disso, singletons, doubletons e
tripletons também foram removidos. Na etapa seguinte, foi realizada a clusterizacdo
e a remocao de quimeras utilizando o Swarm v3 (Mahé et al., 2021). A classificacao
taxondmica foi feita com base em um banco de dados de referéncia composto por
sequéncias de vertebradas, obtidas em dezembro de 2024 do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). O presente trabalho adotou os limiares de
similaridade de 95% a nivel de género e 98% a nivel de espécie (Wang et al., 2023).

As andlises estatisticas incluiram a avaliacdo da abundéncia relativa
considerando apenas géneros e espécies com abundancia a partir de 5%. Foi

construido diagrama de Venn atraves do site


https://github.com/marlaux/METAPIPE
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/. Para as andlises de diversidade,

os dados foram rarefeitos e obtidas as estimativas Observadas, ACE e Chaol. A
diversidade alfa foi comparada utilizando diferentes métricas: riqueza de espécies,
indices de diversidade de Shannon e testadas para diferencas significativas
(Wilcoxon rank-sum test) para determinar se h4 uma diferenca significativa na
diversidade entre os materiais (gaze e filtro) e tempos de submersao. Por fim, para
visualizar a similaridade na composicdo de espécies entre matérias e tempo de
coleta foi realizada a Andlise de Escalonamento n&o-Métrico (non-Metric
Multidimensional Scaling - nMDS) baseado no indice de Jaccard com a significancia
sendo avaliada através do teste de ANOSIM. Todas essas andlises estatisticas e
graficos foram realizadas no R 4.4.2 (R CORE Team, 2024) usando os pacotes
phyloseq, vegan, microbiotaprocess, ggplot2, tidyverse, tibble, tidyr, dplyr e
RColorBrewer.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Dados pés sequenciamento

O sequenciamento gerou o total de 1.979.936 reads, que ap6s o controle de
gualidade e remocéao das sequéncias apresentadas no controle negativo resultou em
1.655.863 reads distribuidas entre as amostras de gaze e filtro (tabela 1). Observou-
se que o tempo de 5 minutos coletado no periodo noturno (N5) obteve maior
guantidade de sequéncias superando os valores das amostras de agua filtrada.
Comparando os demais tempos de submerséo observamos que a coleta passiva, no

geral, teve quantidades de reads mais expressivas que a coleta ativa.


https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

Quadro 1: Sumario de qualidade do DNA e das sequéncias obtidas

Amostras Concentracdo do Sequencias filtradas OTUs identificadas

DNA (ng/pL) com 2 95% (= 98%)
TO 11 148595 36 (14)
T6 11 118081 37 (10)
D5 13 118669 141 (32)
D30 15 158747 83 (14)
D4H 10 140067 87 (22)
D12H 8,5 172675 89 (21)
N5 15 245834 83 (22)
N30 14 181093 43 (15)
N4H 7,6 183969 83 (22)
N12H 5,8 188133 29 (07)
Total 1.655.863 348 (89)

Fonte: Autor 2024

Foi feito um corte de confianga para identificar a quantidade de OTUs com

similaridade = 95 % a nivel de género que resultou no total de 348 OTUs sendo 285

encontradas na gaze, 57 foram encontradas em ambos 0s materiais de coleta e 7

foram exclusivas de filtro (Figura 4). Realizou-se ainda um corte = 98 % a nivel de

espécie que resultou em 89 OTUs sendo 69 exclusivas de gaze, 19 de ambos o0s

materiais e uma exclusiva de filtro (Figura 4). Possivelmente, o motivo da gaze ter

mostrado resultados mais expressivos se atribuiu pelo fato de a coleta passiva

possuir maior N amostral.

Figura 4: Diagrama Venn com quantidades de organismos identificados por método
de coleta.

Filtro

Gaze

Fonte: Autor 2024

® Género

Espécie
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4.2 Abundancia taxondmica relativa

Dos 348 géneros identificados com similaridade = 95%, 17 apresentaram
abundancia relativa igual ou superior a 5% do total de géneros, assim como dentre
as 89 espécies identificadas com similaridade = 98 %, 18 apresentaram abundancia
igual ou maior que 5 % (gréfico 2). Houve variacdo entre cada amostra, porém 0s
resultados da abundancia ndo ficam tdo diferentes quando observamos a
guantidade de géneros obtidas por material. Observamos que a coleta com gaze
teve capacidade de identificacdo taxondmica parecida com os filtros tendo variacéo
de dois a quatro géneros por material para a gaze e cada amostra de filtro identificou
dois géneros diferentes. Sobre o tempo de submersao, observou-se aqui que nao
houve diferencas na capacidade de deteccdo entre os tempos de 5 minutos e o0s
mais longos. Este resultado se assemelha ao de outros trabalhos que também
mostraram este tempo suficiente para a coleta passiva (Bessey et al., 2022).
Percebemos que houve diferenca de géneros detectados por tempo de submerséo,
0 que pode ter ocorrido por alguns fatores como: quantidade de gaze usada para
extracdo, taxa de degradacdo e renovacdo do eDNA que passa constantemente
com o fluxo das correntezas no momento da coleta, ou mesmo, 0 processo de
amplificagdo pode ter sido mais favoravel para os organismos que mais apareceram
em cada amostra. Esta analise de divergéncia de organismos por amostras se

repete também a nivel de espécie.

Das espécies de peixes encontradas, pelo menos quatro sao representantes
comercializados pelos proprios pescadores da regido que sdo elas: Filhote ou
Piraiba (Brachyplastystoma filamentosum), Mapara (Hypophthalmus cf.), Apapa ou
Dourada (Pelona flavipinis), Pirarara (Phractocephalus hemioliopterus) e Pacu
(Tometes lebaili). Foram identificadas também outras trés espécies de piranha
(Serrasalmus altuvei, Serrasalmus manueli, Serrasalmus sp.). Visto que o primer
12S pode também identificar outros vertebrados, foram identificados ainda quatro
espécies de mamiferos amplamente presente na regido: boi (bos taurus), bufalo
(Bubalus bubalis), cabra (Capra hircus) e o porco (Sus scrofa). Estes animais fazem

parte das criacbes dos moradores da regido e estabelecem constante contato com
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as aguas do rio principalmente no periodo da cheia, periodo este que foram
realizadas as coletas. Além disso, a identificacdo acusou a existéncia de trés
espécies de animais que ndo existem na regido: Faisdo-chinés (Chrysolophus
pictus), Musaranho elefante (Rhynchocyon petersi) e o Bongo (Tragelaphus

eurycerus).

De modo similar a muitos estudos, o presente trabalho adotou a estratégia de
usar primers “universal” que amplifica uma pequena sequéncia do gene 12S. O uso
de sequéncias curtas para identificacdo a nivel intraespecifico € desafiador,
principalmente sem a construgdo de um banco de sequéncias com curadoria que
ateste que o marcador utilizado tenha variacdo suficiente para discriminacdo de
espécies (Milan et al., 2020; Carvalho e LEAL, 2023). Além disso, FRELLAND
(2017) indica que o uso de apenas um marcador pode ndo ser capaz de fornecer
variagdo genética suficiente para identificacdo de espécies de um grande grupo
taxondmico como os vertebrados. Desse modo, as espécies que ndo ocorrem na
regido, mas que foram identificadas no presente estudo sdo, possivelmente, falsos
positivos. Por fim, o presente trabalho mostra a necessidade da construcéo de um
banco de sequéncia para os vertebrados da regido com os dados sendo obtidos com

a curadoria de taxonomistas experientes.
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Gréfico 1: representacdo dos organismos identificados a nivel de género (gréfico A)
e espécie (grafico B) com abundéancia relativa maior que 5% do total das

identificacdes.
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4. 3Diversidade alfa
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Nas curvas de rarefacdo (grafico 1), ACE e Chaol representam estimativas que

buscam prever a riqueza total de espécies por amostras, incluindo as que nao

puderam ser detectadas por conta da limitacdo do niumero de reads. O ultimo grafico

(Observe) representa a riqueza real de cada amostra. Vimos aqui que o numero de

reads sequenciadas nao foi suficiente para capturar o total das espécies presentes

na amostra, pois as curvas de rarefagcdo nédo foram estabilizadas o que significa que
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seriam necessarias mais réplicas de cada amostra para capturar a diversidade total

de cada tempo.

Grafico2: Curva de rarefagéo.
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Gréfico 3: Diversidade alfa por tempo de coleta.
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O gréfico de diversidade alfa por tempo de coleta (grafico 3) mostra a riqueza de
espécies a esquerda e a direita o indice Shannon que combina a riqueza e
uniformidade resultando na abundéncia relativa em relacdo aos tempos. A amostra
do filtro resultou em valores baixos para ambas as métricas mostrando que sua
riqueza de foi menor assim como o indice de uniformidade mostrado no resultado de
Shannon. O tempo de 5 minutos teve um aumento significativo variando de 60 a 90
OTUs no observado e aproximadamente 2.2 no indice de uniformidade Shannon. Os

tempos de 30 minutos e 4 horas também mostraram valores de diversidade
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observada com indices de uniformidade mais altos e variavel que a filtragem. O

tempo de 12 horas teve valor mais alto e mais estavel para ambas as métricas.

Gréfico 4: Diversidade alfa por material de coleta.
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A diversidade alfa comparando os materiais de coleta (grafico 4) mostrou o
material gaze com valores expressivamente mais altos e variaveis. Mesmo com as
diferencas explicitas no grafico, os valores de p obtidos pelo teste estatistico foram
superiores a 0,5 na comparacédo tanto de material quanto de tempo de coleta,
mostrando que n&o hé diferencas significativas entre estes considerando que o nivel

de significancia é < 0,05.

Grafico 5: (A) diversidade beta por tempo de coleta. (B) diversidade beta por
material de coleta.
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A diversidade beta foi comparada através do teste de NMDS, avaliamos
considerando o tempo (grafico 5 A) e o material (grafico 5 B). Observou-se que
nenhum dos fatores analisados apresentaram proximidade espacial significativa
sobre a diversidade beta indicando que essas métricas possuem composi¢coes
taxondmicas distintas. Porém a dissimilaridade encontrada ndo € estatisticamente
significante, visto que os valores de Pr(>F) para o material foi de 0.873 e para o
tempo tivemos o valor Pr(>F) de 0.258 considerados bastante altos diante do nivel

confiavel de significancia 0,05.

5 CONCLUSAO

Neste trabalho apresentamos uma metodologia de baixo custo para coleta
passiva de DNA ambiental. Com os resultados obtidos ap6s o sequenciamento das
amostras, constatou-se que nao ha diferencas significativas em relacdo a eficacia
entre gaze e filtro, assim como o aumento no tempo de submersdo da gaze néo
influenciou na abundancia de espécies capturadas pela coleta passiva. Diante disso,
conclui-se que o tempo de 5 minutos foi suficiente para a coleta passiva de DNA
ambiental utilizando a gaze. Contudo, o método de coleta passiva apresentado ainda
€ passivel de aprimoramento que envolva um N amostral maior para ambos os
métodos de coleta, assim como € importante investigar novas metodologias de
extracdo do DNA da gaze a fim de melhorar sua qualidade garantindo melhores

resultados nas etapas seguintes de PCR e sequenciamento.
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