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RESUMO 

 

O uso do DNA ambiental (eDNA), a partir de Sequenciamento de Nova Geração, tem se 

projetado como uma abordagem eficiente e rápida para a avaliação da biodiversidade em 

diferentes ambientes. Contudo, a obtenção de amostras de DNA de qualidade para a otimização 

dos protocolos de extração tem tornado sua utilização muito onerosa. Desta forma, testamos 

três tratamentos diferentes (10g, individual e mix), no intuito de determinar o melhor método 

de extração de DNA que possibilite uma ampla identificação da biodiversidade, utilizando 

amostras de solo coletadas em área de várzea da comunidade Pixuna do Tapará, município de 

Santarém – Pa. Neste estudo, foi realizado o sequenciamento do rRNA 18S, gene amplamente 

usado para detecção e classificação de grupos de microrganismos eucarióticos. Posteriormente, 

as sequências foram submetidas a identificação taxonômica através do banco de referência 

Protist Ribosomal Reference (PR2) v4.14. Os resultados demonstraram que houve um padrão 

de abundância diferente entre as extrações, no qual Gastrotricha e Annelida foram os mais 

abundantes para 10g e os filos Nematoda, Embryophyceae, Basidiomycota e Arthropoda para 

extrações individuais e Mix. A distribuição de ASVs entre os diferentes tipos de extração 

mostrou que há mais representantes exclusivos do que compartilhados. Para a diversidade alfa, 

o padrão entre os tipos de extração foi similar. Não houve diferença estatística para os testes de 

Wilcoxon rank-sum e o índice de similaridade de Shannon. Os padrões de diversidade beta, que 

foram analisados através de Análise de Escalonamento Multidimensional não métrico (NMDS), 

através da função betadisper, mostrou semelhança entre as amostras das extrações individual e 

mix e uma distinção na diversidade nas extrações de 10g e individual. A significância avaliada 

a partir da análise de similaridade (ANOSIM), corroborou o resultado. Os dados apresentados 

mostram que dependendo do objetivo e do recurso disponível, a metodologia poderá ser 

empregada para ambos ou apenas um dos protocolos. 
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ABSTRACT 

 

The use of environmental DNA (eDNA) from Next Generation Sequencing has been projected 

as an efficient and rapid approach for biodiversity assessment in different environments. 

However, obtaining quality samples for the optimization of extraction protocols has made its 

use very costly. Thus, we tested three different treatments (10g, individual and mix), in order 

to determine the best method that allows a broad identification of biodiversity, using soil 

samples collected in a floodplain area of the Pixuna do Tapará community, municipality of 

Santarem - Pa. In this study, the sequencing of the 18S rRNA was performed, a gene widely 

used for detection and classification of groups of eukaryotic microorganisms. Subsequently, the 

sequences were submitted to taxonomic identification through the Protist Ribosomal Reference 

(PR2) v4.14. The results showed that there was a different abundance pattern among the 

extractions, in which Gastrotricha and Annelida were the most abundant for 10g and the phyla 

Nematoda, Embryophyceae, Basidiomycota and Arthropoda for individual and Mix 

extractions. The distribution of ASVs among the different extraction types showed that there 

are more exclusive representatives than shared ones. For alpha diversity, the pattern between 

extraction types was similar. There was no statistical difference for Wilcoxon rank-sum tests 

and Shannon's similarity index. The beta diversity patterns were analyzed using Non-Metric 

Multidimensional Scaling Analysis (NMDS) using the betadisper function showed similarity 

between the samples from the individual and mix extractions and a distinction in diversity in 

the 10g and individual extractions. The significance assessed from similarity analysis 

(ANOSIM), corroborated the result. The data presented show that depending on the objective 

and the available resource, the methodology can be employed for both or only one of the 

protocols. 
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Abstract 

The results showed that there was a different abundance pattern among the extractions, in which 

Gastrotricha and Annelida were the most abundant for 10g and the phyla Nematoda, 

Embryophyceae, Basidiomycota and Arthropoda for individual and Mix extractions. The 

distribution of ASVs among the different extraction types showed that there are more exclusive 

representatives than shared ones. For alpha diversity, the pattern between extraction types was 

similar. There was no statistical difference for the Wilcoxon rank-sum tests and the Shannon 

similarity index. The beta diversity patterns were analyzed using Non-Metric Multidimensional 

Scaling Analysis (NMDS) using the betadisper function showed similarity between the samples 

from the individual and mix extractions and a distinction in diversity in the 10g and individual 

extractions. The significance assessed from similarity analysis (ANOSIM), corroborated the 

result. The data presented show that depending on the objective and the available resource, the 

methodology can be employed for both or only one of the protocols. 

 

Keywords: DNA extraction, soil, microorganisms, biodiversity, 18S rRNA 

 

Introdução 

O Brasil apresenta uma expressiva diversidade de ecossistemas devido à grande 

extensão física e à diversidade de climas, vegetações e solos existentes em seu território. Dentre 

os biomas que compõem o território brasileiro, destacam-se, pela grande diversidade biológica, 

a Floresta Amazônica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Pampas, Mata Atlântica e as zonas 

litorâneas (MMA, 2003). 

Por sua notável biodiversidade, a região Amazônica constitui um importante centro em 

razão da combinação de altos níveis de riqueza de espécies e altas taxas de endemismo (Aleixo 

et al., 2010). Dentre os diversos ambientes amazônicos, as várzeas se destacam pelo grande 

número de espécies, pois apresentam solos mais férteis, em relação às demais florestas 

inundáveis, isso porque os rios que banham as áreas, dispõem de maior quantidade de 

sedimentos, o que eleva a capacidade de troca catiônica desses solos (Assis; Wittmann, 2011; 
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Assis et al., 2017). A alta diversidade de habitats, causada por esse ambiente dinâmico e alta 

fertilidade do substrato, podem sustentar e manter essa riqueza de espécies. 

O reconhecimento da composição de espécies de uma determinada área está entre os 

aspectos mais fundamentais e relevantes para a conservação da biodiversidade. Entretanto, os 

métodos tradicionais de captura direta para identificação das espécies, exigem tempo e maior 

esforço de coleta, o que dificulta a avaliação das perdas da diversidade (Minamoto et al., 2012). 

 A perda de biodiversidade em função da ação antrópica ocorre rapidamente, numa 

fração de segundos após a contaminação do solo ou da água. Identificar as espécies presentes 

em uma região antes que elas sucumbam aos impactos ambientais é um desafio para a 

comunidade científica, já que faltam recursos, pesquisadores e, principalmente, tempo.  

Embora haja muitos estudos sobre a diversidade biológica da região amazônica, ainda 

não é possível ter o conhecimento total das espécies, devido à escassez de investimento em 

pesquisas taxonômicas, além do pequeno número de profissionais na área e a meticulosidade 

taxonômica em relação à demanda de trabalho (Hamada et al., 2014; Oliveira et al., 2012).  

Os empenhos para a conservação da biodiversidade dependem em grande parte do 

monitoramento de espécies e populações. O monitoramento é tradicionalmente realizado 

através da identificação visual, que padece de problemas como: (1) dificuldades para 

identificação de espécies crípticas ou de estágios juvenis, (2) diminuição da expertise 

taxonômica, (3) amostragem não padronizada e a natureza invasiva de algumas técnicas de 

coleta (Thomsen; Willerslev, 2015). 

O DNA ambiental (eDNA) provou ser uma ferramenta poderosa para monitorar a 

biodiversidade, potencialmente superando algumas das dificuldades já mencionadas (Zinger et 

al., 2020). Conceitualmente, o DNA ambiental é material genético obtido diretamente de 

amostras ambientais (solo, sedimento, água etc.) sem qualquer marcador óbvio de origem de 

material biológico (Thomsen; Willerslev, 2015). Marcadores genéticos são frequentemente 
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utilizados para estudos de diversidade a partir do método de eDNA, como o gene 16S rRNA, 

usado para avaliação de diversidade bacteriana (Lucena, 2009) e COI para metazoários (Leray 

et al., 2013).  O gene 18S rRNA é um marcador eficaz para identificar amostras de procariotos 

em níveis taxonômicos mais altos (Tang, 2012), por serem regiões bastante conservadas, 

possibilitam a identificação de um maior número de espécies (Pinheiro, 2018).  

Apesar da possibilidade de uso do eDNA para monitoramento da biodiversidade, ainda 

é raramente empregado em regiões tropicais (Huerlimann et al., 2020). Uma das principais 

limitações do uso do eDNA é a falta de sequências de referência para as espécies da região 

(Huerlimann et al., 2020; Zinger et al., 2020), principalmente em ambientes de várzea na 

Amazônia. Portanto, a amostragem de eDNA, junto com pesquisas de campo de rotina, pode 

revolucionar as estratégias de conservação da biodiversidade tropical (Huerliman et al., 2020), 

podendo acelerar a velocidade de aquisição de dados. 

O solo é uma fonte potencial para a obtenção de amostras ambientais, que possibilita a 

eficiente identificação taxonômica de organismos que deixam traços de DNA no substrato 

(Martins, 2021), e esses vestígios de DNA presentes ou liberados no solo pelos organismos, são 

muito utilizados para avaliação da biodiversidade na abordagem de metabarcoding. Entretanto, 

a implementação desta técnica em larga escala encontra problemas na extração do DNA 

(Taberlet et al., 2012; Zinger, 2016). A partir de uma única amostra, várias sequências de DNA 

identificam múltiplas espécies, podendo ser amplificados e sequenciados simultaneamente, 

capturando virtualmente todas as formas de vida presentes naquele ambiente. Milhares de 

amostras podem ser processadas em um único experimento, tornando a abordagem eficiente em 

termos de tempo e custo (Taberlet et al., 2012).  

 O método padrão de extração é através do uso de kits comerciais que resultam na 

extração de DNA ambiental total (eDNA total), contendo tanto DNA intracelular, proveniente 

da lise de células vivas, dormentes e/ou mortas durante a extração, quanto DNA extracelular 
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(exDNA) liberado por lise de células danificadas ou mortas ou excretado no ambiente (Torti et 

al., 2015; Ramírez et al., 2018). Embora bastante utilizados, os kits são caros, as instalações 

necessitam ser adequadas para realização do procedimento, dificultando o monitoramento da 

biodiversidade e a implementação de protocolos de extração (Zinger, 2016). 

Em consequência disso, diferentes protocolos de extração estão sendo desenvolvidos 

para monitorar a biodiversidade a partir do eDNA (Tarbelet et al., 2018). Ao analisar os 

sedimentos, o método e o volume inicial da amostra a ser analisada é considerada importante 

(Pansu, 2021).  

A conservação da biodiversidade é uma preocupação mundial em virtude do declínio 

acelerado de espécies, logo as pesquisas para levantamento da diversidade biológica necessitam 

de coletas de dados confiáveis e precisos. Dado o potencial do uso de eDNA para detecção de 

espécies diferentes no ambiente e a escassez de pesquisas voltadas para regiões de várzeas na 

Amazônia, o presente estudo tem como objetivo avaliar o impacto de diferentes métodos de 

extração de DNA na biodiversidade identificada em amostras de sedimento da várzea de Pixuna 

do Tapará (Santarém, Pará, Brasil). 

Material e métodos 

Local de estudo e coleta de amostras  

A região de estudo está situada em uma área de várzea na comunidade de Pixuna do 

Tapará (02° 23’76,6” S e 54°34’ 20,0” W), localizada à margem do rio Amazonas, no município 

de Santarém, região Oeste do Pará, Brasil (Figura 1). Segundo o mapa de solos de várzeas, 

aproximadamente 80% das áreas de várzeas de Santarém-PA podem ser classificadas por 

Neossolos Flúvicos e em torno de 6% Gleissolo Háplico (Embrapa, 2000). A estação chuvosa 

(dezembro a maio) é composta por precipitação acima de 100mm (Chambers et al., 2004). 
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Figura 1 – Mapa de localização da área de estudo – comunidade Pixuna do Tapará, município de Santarém, PA. 

Fonte: Elaborada pelo próprio autor (2023). 

 

Foram definidos cinco pontos de coleta e em cada ponto foi obtido aproximadamente 

50g de amostra de sedimentos. A demarcação dos pontos ocorreu em áreas que, segundo os 

comunitários, não ocorre desmatamento e a intervenção humana ocorre apenas por pastoreio de 

gado no período seco e pesca artesanal no período de cheia.  

As amostras de solo foram coletadas no período de cheia, no mês de maio com o auxílio 

de trado manual, conectadas à vara cilíndrica de ferro, com comprimento aproximado de três a 

quatro metros. Cerca de 5cm de sedimentos foram retirados, homogeneizados e armazenados 

em tubos estéreis tipo Falcon de 50ml, que foram acondicionadas em gelo (Figura 2). 

Posteriormente as amostras foram encaminhadas para o Laboratório de Educação e Evolução 

Prof. Horacio Schneider (LEDEVO), da Universidade Federal do Oeste do Pará, no qual foram 

armazenadas em freezer a -21 ºC, até a extração do DNA. 
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Figura 2 – Coleta de sedimento na várzea do Pixuna do Tapará no período da cheia (a); Armazenamento do solo 

em tubos Falcon (b). Fonte: Isadora Cruz (2022). 

 

Extração e purificação de eDNA 

Para garantir a eliminação de contaminação residual, as bancadas e equipamentos foram 

higienizadas com água sanitária 10% e álcool 70% e submetidos à luz UV por 15 minutos, antes 

de cada procedimento laboratorial. Além disso, o uso de EPIs (luva, jaleco etc.) foi 

indispensável durante todo o experimento. As extrações de DNA foram realizadas em câmara 

asséptica em espaço separado do laboratório, onde não houve extração de DNA a partir de 

tecido animal. 

Foram utilizados dois métodos de extração de eDNA de sedimento, primeiramente foi 

empregada a estratégia de Hestetun et al. (2021), onde para cada uma das amostras foram 

realizadas cinco extrações de DNA com o kit NucleoSpin soil (Macherey-Nagel, PA, EUA) a 

partir de 0,5g, totalizando assim 2,5g de sedimento. Após essas extrações, foi obtido um pool 

de DNA misturando-se 2µL de cada uma das cinco extrações. Durante cada extração de solo, 

também foi incluído um controle negativo da extração de sedimento (CNES).  
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Outro protocolo de extração empregado fez uso de 10g de amostra e foi realizado através 

do protocolo de DNA extracelular com tampão fosfato, proposto por Taberlet et al. (2012). A 

quantidade de tampão fosfato (Na2HPO4 0,12 M, Ph 8) foi adicionada de forma equivalente a 

cada subamostra e misturados por 15 minutos. Para cada extração, uma alíquota de 2ml foi 

então centrifugada a 10.000g por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

usado nas etapas de extração subsequentes, usando também o Kit NucleoSpin Soil, seguindo as 

instruções do fabricante, eliminando a etapa inicial de lise. Durante essa extração também foi 

incluído mais um controle negativo (CNE10g). Cada extração de 10g foi posteriormente diluída 

em 10 vezes, com as próximas etapas sendo realizadas com este DNA diluído. As etapas 

seguintes foram realizadas para comparar os tipos de extração a partir de três grupos: 1- 

individual (uma única extração representa o ponto amostral), 2- mix (pool de cinco extrações 

representam o ponto amostral) e 3- 10g (extração de 10g de solo representa o ponto amostral). 

Cada amostra recebeu um código de tombamento referente ao tipo de extração, onde P é o ponto 

onde foi coletado (2, 3, 4, 5 e 6): Individual (P), mix (P – M) e 10g (P – 10). 

Reação em cadeia da polimerase, produção de bibliotecas e sequenciamento 

O presente trabalho adotou a estratégia de realizar duas PCR consecutivas. Na primeira 

PCR a região de interesse foi isolada e amplificada, já na segunda PCR foram adicionados os 

índices para o sequenciamento na plataforma Illumina. A região utilizada no presente estudo 

foi a do 18S, gene rRNA de eucariotos, isolada e amplificada através dos primers Euka02, 

descritos por Guardiola et al., (2015) (destacados em negrito): 

 Euka02F  

5’-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGTTTGTCTGSTTAATTSCG-3’ 

Euka02R  

5’ – GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCACAGACCTGTTATTGC-3’  
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As PCRs foram realizadas em triplicada (três reações por amostra) através do kit KAPA 

HiFi HotStart ReadyMix (Roche), com volume de 25µL, usando o seguinte programa de 

ciclagem: 95 °C por 3 minutos, oito ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 

72 °C por 30 segundos, seguidos de extensão final a 72 °C por 5 minutos. A segunda reação de 

PCR foi realizada para adicionar os índices utilizados para o sequenciamento através da 

plataforma Illumina. Esta segunda PCR foi também realizada com o kit KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix (Roche) e com kit Nextera XT Indexs. O mesmo programa utilizado para a primeira 

PCR foi repetido nessa segunda reação. Ambas as reações foram submetidas à purificação 

através de beads do kit ProNex® Size-Selective Purification System (PROMEGA). Após a 

etapa de purificação, as bibliotecas (segunda PCR) foram quantificadas com o fluorímetro 

Quantus (PROMEGA), que em seguida foram normalizadas para 1uM e por fim, foi 

estabelecido o pool de todas as bibliotecas em concentração de 120pM. Este pool foi 

sequenciado no modo pair-end do sequenciador NGS i-Seq 100 da Illumina. Para aumentar a 

diversidade nucleotídica da reação, foi adicionado 10% de phyX. 

Análise dos dados 

A primeira etapa da análise foi realizar um controle de qualidade dos dados avaliando a 

qualidade do sequenciamento através phred score > 30, sequências muito pequenas e quimeras 

foram removidas. Após essa filtragem, as sequências foram alinhadas e submetidas à 

identificação taxonômica através do banco de referência Protist Ribosomal Reference (PR2) 

v4.14.1 (Guillou et al., 2013).  

Todas as análises estatísticas e os gráficos para representação dos dados foram 

realizados através do programa R 4.5.0 (RStudio Team, 2021), em ambiente R Studio. Para as 

análises foram utilizados os pacotes vegan 2.5-1, phyloseq 1.42.0, ggplot2 3.1.0, 

MicrobiotaProcess 1.10.2 e tidyverse 1.3.2. O pacote VennDiagram 1.7.3 foi utilizado para 
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construção de diagrama de Veen, com a finalidade de mostrar a quantidade de ASVs exclusivas 

e compartilhadas por cada tipo de extração. 

 A diversidade alfa e beta foram estimadas. Para a diversidade alfa, foram obtidos os 

valores observados e de Shannon e realizado os testes de Wilcoxon e o índice de similaridade 

de Shannon, para avaliar a diferença entre os tipos de extração. Os padrões de diversidade beta 

foram analisados através de Análise de Escalonamento Multidimensional não métrico (NMDS) 

através da função betadisper e a significância avaliada através de 1000 permutações, 

comparando os diferentes tipos de extração (individual, mix e 10g). Em ambas as análises de 

diversidade, foi realizada a normalização para 926 sequências por amostras, através de análise 

de rarefação. 

Resultados 

Diversidade biológica – principais Filos e Classes encontrados 

Foram obtidas cerca de 125.322 sequências após o processo de curadoria. Os 

filos/classes identificados mostraram um padrão de abundância diferente entre os tipos de 

extração, para 10g observamos uma maior abundância de Gastrotricha e Annelida, 

principalmente na amostra P4-10. Já para as extrações Individuais e os Mix, os filos Nematoda, 

Embryophyceae, Basidiomycota e Arthropoda foram os mais expressivos em termos de 

abundância (Figura 3). A amostra P2 apresentou predominância do ácaro identificado a nível 

de espécie como Protoribates hakonensis.  

A distribuição de ASVs, entre os diferentes tipos de extração, mostrou que há mais 

representantes exclusivos do que compartilhados (Figura 4).  
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Figura 3 – Percentual de abundância de Filos e Classes encontrados nas extrações de 10g, individual e Mix. Fonte: 

Elaborado pelo próprio autor (2023). 
 

 
Figura 4 – Diagrama de Venn mostrando a distribuição de ASV entre as extrações de 10g, individual e Mix. Fonte: 

Elaborado pelo próprio autor (2023). 
 

Padrões de diversidade 

Diversidade Alfa 

O padrão de diversidade alfa entre os tipos de extração foi similar. Apesar da diversidade 

alfa observada na extração de 10g ser ligeiramente maior, isso não foi visualizado para Shannon 

(Figura 5). Além disso, o teste de Wilcoxon rank-sum e o índice de similaridade de Shannon 

não foram estatisticamente significativos (Tabela 1). 
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Figura 5 – Medidas de diversidade alfa (observada e Shannon) dos diferentes tipos de extração. Fonte: Elaborada 

pelo próprio autor (2023). 

 

Tabela 1 – Comparação entre os diferentes tipos de extração com relação a diversidade alfa. 

Grupo 1 Grupo 2 
p-ajustado 

Wilcoxon rank-sum 

p-ajustado 

Índice de 

similaridade 

de Shannon 

Individual 10g 0,62 0,90 

Mix 10g 0,62 0,90 

Mix Individual 0,90 0,90 
Fonte: Elaborada pelo próprio autor (2023) 

Diversidade Beta 

A análise de Escalonamento Multidimensional não métrico (NMDS) revelou uma 

distinção nos agrupamentos entre as amostras biológicas das extrações de 10g e individual, 

demonstrando a diferença na diversidade, e ao observar as extrações individual e mix, houve 

semelhança na diversidade entre as amostras (Figura 6). A análise de similaridade (ANOSIM) 

confirmou o resultado pelo NMDS, apresentando diferença na estrutura da diversidade 

(R=0.3988; P= 0.002), o que foi corroborado pela pairwise ANOSIM (Tabela 2).  
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Figura 6 – Gráfico de análise de Escalonamento Multidimensional não métrico (NMDS) entre as extrações de 

10g, individual e mix. Fonte: Elaborado pelo próprio autor (2023). 

Tabela 2 – Resultado da estatística pairwise ANOSIM comparando a diversidade Beta entre os diferentes tipos de 

extração. 

Grupo 1 Grupo 2 p p.adj 

10g Individual 0.016 0.024 

10g Mix 0.011 0.024 

Individual Mix 0.375 0.375 

Fonte: Elaborada pelo próprio autor (2023). 

 

Discussão 

Durante a realização de um trabalho com eDNA com o objetivo de monitorar a 

biodiversidade, diversas etapas são importantes e interferem diretamente nos táxons 

identificados. Quando se trata de trabalhos que usam solo/sedimento como amostra para 

obtenção do eDNA, a escolha do protocolo de extração de DNA irá interferir em quais táxons 

serão identificados (Taberlet et al., 2018).  

A análise da biodiversidade do solo a partir de eDNA iniciou com foco em 

microrganismos, através da utilização de kits comerciais de extração que utilizam apenas uma 
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pequena quantidade de amostra (geralmente menos de 500mg). Mas, a utilização dos mesmos 

kits e da mesma quantidade de amostra para identificação de macroorganismos pode afetar a 

composição da biodiversidade que é detectada (Taberlet et al. 2012, Deiner et al., 2015, Nagler 

et al., 2018). Como proposta para superar este problema, Taberlet et al., (2012) propôs um 

protocolo de extração de DNA extracelular, a partir de 15g de amostra, a partir do qual o DNA 

extracelular é extraído com auxílio de um tampão fosfato saturado.  

A diferença básica entre o protocolo de extração dos kits comerciais e o protocolo de 

Taberlet et al., (2012) é que no primeiro é realizada a lise celular e com isso ocorre a extração 

do eDNA total. Já no segundo, não é realizada a lise, através do tampão fosfato o DNA que está 

associado ao solo é dissociado e por meio de centrifugação, é então recuperado. Utilizando estes 

protocolos, alguns trabalhos têm mostrado diferenças na biodiversidade identificada, quando 

compararam os táxons identificados com o eDNA total e com o exDNA (Agnelli et al., 2004; 

Nagler et al., 2021; Pansu et al., 2021; Kirse et al., 2021; Nagler et al., 2022).  

Agnelli et al., (2004) utilizou a técnica de Eletroforese em Gel de Gradiente 

Desnaturante (DGGE), mostrando a presença de algumas bandas para o exDNA que não 

estavam presentes nos padrões de banda do eDNA total. Nagler et al., (2021) comparou os 

microbiomas de diferentes digestores anaeróbicos ao longo do tempo analisando o eDNA total, 

o DNA intracelular e o exDNA e observaram que o primeiro (isto é, o eDNA total) apresentou 

menores níveis de riqueza de espécies. Os autores também sugerem que a fração de exDNA 

presente no eDNA total pode impedir a detecção de táxons raros.  

Pansu et al., (2021) comparou a extração de eDNA total e exDNA com amostras de 

sedimento de regiões marinhas, estuarinas e lago, para identificação de bactérias (através de 

16S rRNA), eucariotos (18S rRNA) e metazoários (COI). Os autores não observaram diferença 

com relação a diversidade Alfa, já a composição da comunidade e a diversidade Beta foram 

afetadas pelo tipo de extração. Por fim, Pansu et al., (2021) também mostraram que as 
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diferenças entre os tipos de extração foram mais pronunciadas para os macroorganismos do que 

para microrganismos. Já Kirse et al. (2021), em análise de metabarcoding de invertebrados de 

amostras de solo com 18S e COI, observaram que mais de 40% das espécies detectadas foram 

únicas a um dos métodos de extração (exDNA e eDNA total). 

Como é possível observar, os resultados do presente trabalho vão ao encontro dos 

observados pelos autores indicados acima, com a abundância e diversidade Beta diferentes entre 

os tipos de extração. Além disso, observamos que não há diferença entre a biodiversidade 

identificada com uma única extração e um mix de cinco extrações, exceto para amostra P2. Que 

identificou a presença de Protoribates hakonensis na amostra P2 em grande abundância. 

Protoribates hakonensis é uma espécie de ácaro que ocorre apenas na Europa e Ásia (Itis, 

2002), sua identificação no presente trabalho evidencia a limitação do marcador e do banco de 

referência, ao mesmo tempo em que pode indicar que no momento da extração desta amostra, 

a subamostragem de 0,5g de solo retirado da amostra maior pode ter selecionado não 

intencionalmente uma porção de sedimento rico em Protoribates. Vale ressaltar que o limiar 

aceito para a identificação a nível de espécie é de 97% (noventa e sete por cento) de similaridade 

entre os dados obtidos e as sequencias de referência. Por fim, de acordo com o Sistema de 

Informação sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr), é registrado na região Protoribates 

capucinus. 

Em relação ao banco de dados de referência utilizado para identificação taxonômica 

(PR2), apesar de nos permitir realizar as identificações até certo nível, ainda possui limitações, 

uma vez que a ausência de dados de táxons da região impediu identificações mais precisas e de 

uma quantidade expressiva de amostras. Entretanto, este problema não é restrito ao PR2, 

infelizmente, ainda não existem bancos de referência que incluam táxons da região.  

Este trabalho é o primeiro realizado em uma área de várzea amazônica, portanto, a partir 

dos resultados obtidos através do eDNA metabarcoding, a metodologia de extração empregada 
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com 10g de amostra possibilita a análise utilizando apenas uma única amostragem, 

evidenciando a eficiência na identificação de espécies e poderá servir de referência para futuras 

análises da biodiversidade.  
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Apêndice 

 

Este trabalho contém como apêndice eletrônico a planilha com todas as identificações 

realizadas. 
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