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Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias
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Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido
Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Ciéncias Bioldgicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr* Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof? Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof? Dr* Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof? Dr® Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr* Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof* Dr® Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Prof® Dr* Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr* Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Ronddnia

Prof® Dr? lara Lucia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. J6natas de Franca Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr* Magnélia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr* Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr* Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr* Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr* Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr* Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr® Vanessa da Fontoura Custodio Monteiro - Universidade do Vale do Sapucai

Prof® Dr* Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr* Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco
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Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

ProF® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie
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APRESENTACAO

A Ecologia é a area da Biologia que estuda o meio ambiente e os seres vivos que
vivem nele, ou seja, € o0 estudo cientifico da distribuicao e abundancia dos seres vivos e das
interacdes que determinam a sua distribuicdo. As interagbes podem ser entre seres vivos
e/ou com 0 meio ambiente.

A Biodiversidade, também chamada de Diversidade Bioldgica, pode ser definida
como a variabilidade entre os seres vivos de todas as origens, a terrestre, a marinha e outros
ecossistemas aquéaticos e os complexos ecoldgicos dos quais fazem parte. Aconservacgéo da
biodiversidade é fundamental para assegurar a diversidade de organismos vivos, incluindo
0s ecossistemas terrestres e aquaticos. Apresenta também importancia econdémica, pois
0s seres vivos sdo importante matéria-prima na fabricagdo de alimentos, medicamentos,
cosméticos, vestimentas e até habitacdo. Preservar € garantir, portanto, que esses recursos
nédo faltem no futuro e que o meio ambiente permanega em equilibrio.

Nesse contexto, apresento o livro “Ecologia e Conservacédo da Biodiversidade”, uma
obra que apresenta 14 capitulos distribuidos no formato de artigos que trazem de forma
categorizada e interdisciplinar estudos aplicados as Ciéncias Biologicas. Esse e-book
traz resultados de pesquisas desenvolvidas por professores e académicos de instituicbes
publicas e privadas. E de suma importancia ter essa divulgacao cientifica, por isso a Atena
Editora se propdem a contribuir através da publicagéo desses artigos cientificos, e assim,
contribui com o0 meio académico e cientifico.

Desejo a todos uma excelente leitura.

Renan Monteiro do Nascimento
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RESUMO: O DNA ambiental (eDNA)
compreende o DNA total extraido de amostras
ambientais como solo, agua ou ar, e representa
uma ferramenta de alto potencial na avaliagcao
da biodiversidade presente em diferentes
ecossistemas. Os reservatorios séo ecossistemas
artificiais de agua doce que fornecem diversos
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servigos: piscicultura, irrigacdo, abastecimento
humano, controle microcliméatico e conservagao
da biodiversidade. Entretanto, fatores naturais e/
ou antropicos resultam em degradagédo desses
ecossistemas aquaticos, caracterizada por
eutrofizagdo. Portanto, torna-se imprescindivel
acompanhar o estado de salude desses
ambientes. O monitoramento permanente
desses ecossistemas é realizado através da
andlise da dindmica de fatores abibticos ou
bidticos, baseado na diferenciacdo morfologica
ou funcional dos grupos. No entanto, esse &
um método demorado e dispendioso, além de
ser limitado pelo conhecimento do operador.
Abordagens alternativas baseadas em eDNA
vém sendo utilizadas, por serem mais rapidas
e econdmicas, além de auxiliarem na resolucéo
de conflitos taxonémicos, em grupos que nos
estagios de desenvolvimento apresentam
estruturas diferenciais de dificil visualizagdo. O
objetivo deste trabalho foi analisar o estado atual
de conhecimento sobre a utilizacdo do eDNA em
estudos de monitoramento e determinagéo do
estado ecolégico de ecossistemas aquaticos,
visando aplicagdo no Semiarido. Esta reviséo
discute eDNA barcoding e metabarcoding como
métodos para biomonitoramento de espécies
especificas ou de toda a composigao taxonémica,
respectivamente, presente em amostras de
agua. Pelo método de barcoding, trechos curtos
de lécus genéticos padrdes para identificacéo
de espécies sdo amplificados usando uma
amostra de eDNA como molde, cujos amplicons
sdo sequenciados. Ja para a identificagdo de
organismos conhecidos e desconhecidos dentro
de espécies ou das diferentes espécies presentes
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na amostra se realiza o sequenciamento global do eDNA. Devido a possibilidade de revelar
toda a composigcéo taxondmica de uma amostra ambiental, esses estudos de metagendémica
trazem informacges relevantes sobre a abundancia relativa da microbiota, fauna e flora em
uma Unica amostra.

PALAVRAS - CHAVE: Marcadores ecolbgicos; avaliagdo ambiental; barcoding de eDNA;
metagendmica de eDNA; identificacdo de espécies.

WHAT INSIGHTS CAN ENVIRONMENTAL DNA PROVIDE FOR ECOLOGICAL
EVALUATION OF RESERVOIRS IN THE BRAZILIAN SEMIARID?

ABSTRACT: The environmental DNA (eDNA) comprises the total DNA extracted from
environmental samples such as soil, water or air, and represents a high potential tool for
assessing the biodiversity present in different ecosystems. Reservoirs are artificial freshwater
ecosystems that provide multiple services, especially during long periods of drought, such as
fish farming, irrigation, human supply, microclimate control and conservation of biodiversity.
However, natural and/or anthropic factors result in the degradation of these aquatic
ecosystems, often due to eutrophication. Hence, it is essential to monitor the health status
of these environments. The permanent monitoring of these ecosystems is performed by
analyzing the dynamics of abiotic or biotic factors, based on the morphological or functional
differentiation of the groups. However, this is a time-consuming expensive method and limited
by the operator’s knowledge. Alternative approaches based on eDNA have been used, since
they are faster and more economical, in addition to assisting in the resolution of taxonomic
conflicts, in groups, in which in the stages of development they present differential structures
that are difficult to visualize. The objective of this study was to survey the use of eDNA as
a tool for environmental assessment, for application in the semiarid region. This review
discusses eDNA barcoding and metabarcoding as methods for biomonitoring of specific
species or the entire taxonomic composition, respectively, present in water samples. By the
barcoding method, short stretches of standard genetic locus for species identification are
amplified using an eDNA sample as a template, whose amplicons are sequenced. For the
identification of known and unknown organisms within species or the different species present
in the sample, the global sequencing of the eDNA is performed. Due to the possibility of
revealing the entire taxonomic composition of an environmental sample, these metagenomics
studies provide relevant information on the relative abundance of microbiota, flora and fauna
in a single sample.

KEYWORDS: Ecological markers; environmental assessment; eDNA barcoding; eDNA
metagenomic; especies identification.

11 INTRODUGAO

A regido semiarida do Brasil possui um clima tipicamente seco, com precipitacdes
anuais abaixo de 800 mm. Os longos periodos de estiagem s&o caracterizados pela
diminuicdo acentuada na quantidade de agua, o que gera um déficit hidrico na regiéo,
impactando atividades econémicas (p.ex., agricultura, pecuaria, pesca, lazer) e,
consequentemente, o desenvolvimento social na regiago (MARENGO; TORRES; ALVES,
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2017; TINOCO et al., 2018).

A construcéo de reservatérios na regido surgiu como alternativa para mitigar
os problemas gerados pela irregularidade de chuvas. Esses reservatorios, apesar de
artificiais, representam importantes ecossistemas na paisagem, cumprindo diversas
funcbes econdmicas e sociais na manutencéo da vida na regido (GUTIERREZ et al., 2014).
No entanto, os usos multiplos dos reservatorios, muitas vezes desenvolvidos de forma néo
planejada ao entorno desses ecossistemas, submete-os frequentemente a um quadro de
degradacdo (MARENGO; TORRES; ALVES, 2017).

Diante dessa probleméatica torna-se imprescindivel a existéncia de sistemas de
monitoramento desses ambientes. O monitoramento ambiental visa obter informagdes
permanentes de parametros ambientais, como fatores abitticos (p. ex., pH, temperatura,
nitrogénio, oxigénio e fésforo) e bibdticos (como pelas comunidades fitoplancténicas,
zooplanctdnicas, de macréfitas aquaticas, macroinvertebrados e peixes) (AZEVEDO et al.,
2015; FERNANDES et al., 2019). Quando o monitoramento consiste no uso sistematico
de respostas bioldgicas para avaliar as mudancas ocorridas no ambiente, objetivando o
controle da qualidade ambiental, passa a ser denominado de biomonitoramento (QUEIROZ;
SILVA; STRIXINO, 2008).

Os métodos convencionais de biomonitoramento de ecossistemas baseiam-se na
diferenciacdo morfologica de espécies indicadoras de condicdes ambientais. No entanto,
esse método possui diversas limitagdes: longo periodo de processamento das amostras,
baixa resolugdo taxonémica em muitos grupos, tendo em vista que o nivel taxonémico
atingido dependerda da expertise do identificador (HAJIBABAEI et al.,, 2012; 2016).
Assim, o processo torna-se demorado e dispendioso, o que resulta na necessidade do
desenvolvimento de técnicas mais eficientes e menos custosas. Métodos atuais usam o
DNA ambiental (¢eDNA) como base, o que tem demonstrado ser uma ferramenta promissora
para o biomonitoramento (DEINER et al., 2017).

Com base no exposto, o presente trabalho tem como objetivo analisar o estado atual
de conhecimento sobre a utilizagdo do eDNA em estudos de monitoramento e determinagcéao
do estado do estado ecoldgico de ecossistemas aquaticos, visando sua aplicagdo na regido
Semiérida.

2| RESERVATORIOS: IMPORTANTES ECOSSISTEMAS DO SEMIARIDO

Os reservatorios sao ecossistemas de agua doce artificiais fortemente modificados,
resultantes do represamento de um rio em uma bacia hidrografica (BARBOSA et al.,
2012). Sao sistemas que agregam varios usos pela populacdo, sendo fundamentais para o
desenvolvimento social e econdmico em regides secas (como aridas e semiarida) (LIMA et
al., 2012; MUSTAPHA, 2008).

Particularmente no Brasil, a construgéo de reservatoérios iniciou por volta de 1890,

Ecologia e Conservacao da Biodiversidade Capitulo 13




com o acude do Cedro, no estado do Ceara e, a partir desse, outros reservatorios foram
continuamente construidos, especialmente a partir da criagdo da Inspetoria de Obras Contra
as Secas - IOCS, instituicao responsavel por essa politica, em 1909. Mais tarde, em 1945,
a I0CS passou a ser denominada de Departamento Nacional de Obras contra as Secas
(DNOCS) (DNOCS, 2020). Atualmente, o DNOCS € uma autarquia federal, vinculada ao
Ministério do Desenvolvimento Regional, tendo sede em Fortaleza - CE (DNOCS, 2020).

A construgao de reservatorios no Brasil é especialmente importante na regidao
semiarida, tendo em vista que essa regido apresenta baixos indices pluviométricos (média
anual igual ou inferior a 800 mm) e percentual diario de déficit hidrico igual ou superior a 60%,
considerando todos os dias do ano, caracteristicas que aumentam o risco de inseguranca
hidrica na regido (BRASIL, 2017; MARENGO; TORRES; ALVES, 2017). Dessa maneira,
0s reservatorios estdo sujeitos a sofrerem amplas flutuagbes na quantidade de agua,
devido a escassez e irregularidade de chuvas, o que parece também contribuir para uma
diminuicdo da qualidade desses recursos hidricos, devido a alteragcdes de caracteristicas
quimicas, fisicas e biolégicas (BRAGA et al.,, 2015; FIGUEIREDO; BECKER, 2018).
Apesar dos periodos de estiagem serem frequentes na regido semiarida e a seca ser um
fendmeno recorrente e natural dos ciclos interanuais, as projecées de mudancgas do clima
indicam que os eventos de secas serdo ainda mais frequentes e intensos nos proximos
anos (MARENGO; TORRES; ALVES, 2017), o que aumenta o risco de perda dos recursos
hidricos na regiéo.

Além disso, muitos impactos ambientais decorrentes das atividades antrépicas estdo
diretamente ligados ao processo de desequilibrio desses sistemas, tais como: residuos
industriais, descargas de esgotamento doméstico e lixiviagdo de nutrientes (EKELUND;
HADER, 2018; SINDERN et al., 2007). Frequentemente, esses residuos estdo associados
a compostos toxicos (p. ex. metais pesados, compostos organicos e inorganicos), o que
gera reducéo da qualidade da agua e impactos sobre as comunidades e o funcionamento
desses ecossistemas (EKELUND; HADER, 2018). Na regido semiarida, em muitos casos, a
degradacéao dos reservatoérios € caracterizada pelo processo de eutrofizacéo (FIGUEIREDO;
BECKER, 2018), fendmeno natural ou artificial que ocorre por consequéncia do aumento
de nutrientes nos corpos aquaticos, especialmente fésforo e nitrogénio, provocando um
aumento na produtividade primaria (DODDS et al., 2009; ROCHA JUNIOR et al., 2018).

Em um ambiente eutrofizado, a quantidade de oxigénio dissolvido diminui,
ocasionando um desequilibrio ecologico e degradacdo progressiva da qualidade da
agua. Em maior nivel degradagédo, comumente é observada alteragdo do pH, diminuicédo
da zona eufotica, aumento da turbidez, mudancas de cor e odor da agua e aumento da
biomassa algal (BRAGA et al., 2015; DODDS et al.,, 2009). Dessa forma, a presenca
desses fendmenos torna imprescindivel o desenvolvimento de estudos que envolvam o
monitoramento constante do estado de saude desses ambientes aquaticos, para que seja
possivel a elaboragcéo de estratégias que auxiliem na mitigacdo dos impactos negativos
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sobre esses ecossistemas.

31 MONITORAMENTO DO ESTADO ECOLOGICO

O estado de saude ou estado ecolégico compreende a expressdao da qualidade
da estrutura e funcionamento dos ecossistemas aquaticos e € avaliado com base em
uma série de indicadores bioldgicos, fisico e quimicos e hidromorfologicos das massas
de agua, sendo sua classificagao feita em relagdo as condi¢cdes naturais ou de referéncia
(KRISTENSEN, 2018; MARTINS; ANTUNES, 2019).

Arealizacdo do monitoramento de ecossistemas aquaticos auxilia na detecgéo inicial
do processo de eutrofizacéo local, o que permite um melhor manejo desses ambientes. O
monitoramento ambiental consiste na realizacdo de medigoes de parametros ambientais,
de modo frequente ou continuo, com o intuito de obter informagcdes sobre fatores que
influenciam o estado de conservagdo, preservacdo, e recuperacdo ambiental da regido
estudada (RAMOS, 2017). O monitoramento pode ser realizado através da analise dos
padrdes de flutuacao de espécies indicadoras. Entre os organismos comumente utilizados
na avaliacdo de impactos ambientais em ecossistemas aquaticos estdo: comunidades
planctonicas, benténicas e icticas (KECK et al., 2017).

Os métodos convencionais de biomonitoramento de ecossistemas, que utilizam
a caracterizacdo morfolégica de espécies indicadoras é também conhecido por
biomonitoramento 1.0 (HAJIBABAEI et al., 2012; 2016). Esse método possui limitacoes,
como a dificuldade de diferenciacdo de muitas espécies, por sua alta semelhanca,
principalmente em seus estagios larvais, o longo periodo de processamento das amostras,
visto que é necessaria a identificagédo individual de cada espécime, além de depender
da experiéncia do pesquisador para realizar a identificacdo ao menor nivel taxonémico.
Entretanto, apesar das limitagbes, muitos dos planejamentos de gestdo e manejo de
ecossistemas ainda sdo baseados nos métodos do biomonitoramento 1.0, sendo esse,
ainda, o método mais utilizado em estudos dessa natureza.

Contudo, os métodos atuais de biomonitoramento vém utilizando o eDNA para
avaliagdo de ecossistemas e podem ser uma alternativa para as limitacdes dos métodos
convencionais. O eDNA é o conjunto do material genético obtido a partir de amostras
ambientais, incluindo sedimento, excretas e agua, e que possui DNA intra ou extracelular de
organismos, constituindo uma ferramenta facil de padronizar e néo invasiva (TABERLET et
al., 2018; THOMSEN; WILLERSLEYV, 2015). Seu uso envolve técnicas classificadas dentro
do biomonitoramento 2.0, o qual descreve métodos mais atuais, baseados em aspectos
moleculares para realizar essa avaliacdo (HAJIBABAEI et al., 2012).

A histéria do eDNA comecou em 1987, com o primeiro protocolo de extracdo do
eDNA encontrado em sedimentos (OGRAM et al.,, 1987). A partir de entdo, inUumeros

estudos vém sendo realizados e varias aplicacdes vém sendo descritas, por exemplo, por
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Bagley e colaboradores (2019), Elbrecht & Leese (2015), Evans e colaboradores (2016),
Kim e colaboradores (2018), Koperski (2019), e Weltz e colaboradores (2017). Ruppert
e colaboradores (2019) elencaram diferentes aplicagbes da analise do eDNA, como:
monitoramento da biodiversidade de habitats e grupos taxondémicos, reconstru¢do de
ecossistemas antigos, interagdes planta-polinizador, analise de dieta, deteccéo de espécies
invasoras, respostas a poluicdo e monitoramento da qualidade do ar.

Dessa forma, estudos baseados no uso do eDNA vém buscando desenvolver e
aplicar técnicas moleculares que aumentem a eficiéncia da avaliacéo ecoldgica, e diversos
trabalhos tém utilizado sua analise para avaliar inclusive a diversidade de espécies e
monitorar diferentes ecossistemas aquaticos (CLARK et al., 2020; EVANS et al., 2016; FAN
et al., 2020; FRANKLIN et al., 2019; HARPER et al., 2019; SNYDER et al., 2020; YANG;
ZHANG, 2020), o que vem demonstrando a eficacia dessa andlise, superando limitacbes
observadas a partir do biomonitoramento 1.0, principalmente no que diz respeito a rapidez
nos resultados da avaliagéo.

41 EDNA: UM AVANCO NA PERPESCTIVA DO MONITORAMENTO DE
ECOSSISTEMAS

Os avancos tecnolégicos vém, de maneira crescente, gerando novas possibilidades
para estudos de biodiversidade. Por exemplo, a tecnologia do sequenciamento genético
fornece uma nova ferramenta para deteccéo de espécies a partir do eDNA (BUSH et al.,
2019; VALENTINI et al., 2016).

A tecnologia eDNA desenvolvida recentemente tem sido amplamente utilizada no
monitoramento de espécies, avaliacoes de biodiversidade e avaliacdo de biomassa (LI et
al., 2020). O monitoramento da diversidade genética de diferentes espécies possui uma
alta importancia econémica e ecolégica em diferentes atividades, como: de agricultura,
piscicultura, na avaliacdo da saude do ecossistema, além do desenvolvimento de
marcadores que auxiliam no rastreamento e determinagdo da abundancia das espécies
(ELBERRI et al., 2020).

O emprego do eDNA no biomonitoramento tem auxiliado na resolugéo de conflitos
taxondémicos, especialmente com grupos em que nos estagios de desenvolvimento
apresentam estruturas diferenciais de dificil visualizacdo (BEERMANN et al., 2018;
KOPERSKI, 2019), como espécies avaliadas a partir do estagio larval. As abordagens
atuais de eDNA usam métodos baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction) para
amplificacdo desse DNA e deteccdo de uma Unica espécie (eDNA barcoding), ou para
identificar a diversidade de espécies de uma amostra ambiental (€DNA metabarcoding)
(TABERLET et al.,, 2012). A aplicacdo do metabarcoding para monitoramento de
ecossistemas foi denominado por Baird e Hajibabei (2012) de biomonitoramento 2.0. Os
estudos baseados no biomonitoramento 2.0 trazem um amplo espectro de aplicacées como
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estudos de recuperacdo de ecossistemas e monitoramento de espécies ou comunidades
com diversas finalidades, inclusive daquelas ameacgadas de extin¢édo, visto que é uma
técnica ndo invasiva, detectando o material genético a partir de uma amostra ambiental
(RUPPERT; KLINE; RAHMAN, 2019).

4.1 eDNA barcoding

As abordagens baseadas em genética compreendem uma alternativa promissora,
principalmente para uso em grupos com potencial indicador e que possuam niveis de
resolucado taxondmica mais elevados e dificeis de identificar de outra forma (KOPERSKI,
2019). As ferramentas baseadas em DNA, paraidentificagéo de biodiversidade, como o eDNA
barcoding, estdo mudando cada vez mais o panorama da andlise atual da biodiversidade
presente em varios habitats e ja contempla um amplo espectro de organismos (HAJIBABAEI
et al.,, 2012).

O eDNA barcoding é uma técnica que identifica uma Unica espécie a partir de uma
determinada amostra ambiental (Figura 1), podendo ser aplicado em estudos para avaliacéo
de ecossistemas aquaticos (TABERLET et al., 2018). Ao focar as investigagdes em uma ou
algumas regides de genes especificos, o0 DNA barcoding permite a identificacao automatica
de espécimes conhecidas, além de facilitar o reconhecimento de novas espécies (HEBERT;
HOLLINGSWORTH; HAJIBABAEI, 2016).

Um dos trabalhos pioneiros nesse tema foi realizado por Ficetola e colaboradores
(2008), os quais utilizaram primers especificos para amplificar sequéncias curtas de DNA
mitocondrial com o objetivo de rastrear a presenca da espécie de uma ra, Rana catesbeiana,
em ambientes controlados e pantanos naturais. Essa tecnologia tem sido aplicada com
sucesso em estudos com peixes (ELBERRI et al., 2020), invertebrados (LARSON et
al., 2017), mamiferos (WILLIAMS et al., 2018), anfibios (HALL et al., 2018). Além disso,
aplicagdes do eDNA barcoding tém sido realizadas para deteccdo de espécies invasoras
(KIM et al., 2018; MUNOZ-COLMENERO et al., 2018), espécies ameacadas de extingéo
(WELTZ et al., 2017), ou visando a elaboragdo de estratégias de conservacdo (EVANS;
LAMBERTI, 2018).

Feio e colaboradores (2020) destacaram que a conservag¢ao e o0 manejo sustentavel
dos ecossistemas aquaticos sao altamente dependentes da eficiéncia, precisao e custo dos
métodos existentes para a deteccdo de espécies-chave e monitoramento de comunidades
biolégicas. Dessa forma, os avancos nas ferramentas de eDNA, promovidos por tecnologias
de sequenciamento génico estdo gerando milhdes de sequéncias de forma rapida, com a
reducdo de custos, e superando as dificuldades advindas das abordagens taxonémicas
tradicionais.
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4.2 eDNA metabarcoding

Embora o eDNA barcoding possa ser uma técnica com grande potencial de aplicacéo,
0 método processa cada espécime individualmente, tornando-se mais caro e demorado,
principalmente se o intuito do estudo for a deteccao de comunidades de organismos (KECK
et al., 2017). Mais recentemente, o eDNA metabarcoding surgiu como uma ferramenta
alternativa, visto que sua metodologia emprega primers especificos para 0s grupos
taxondémicos de interesse, associado ao sequenciamento de alto rendimento (HTS, do
inglés High Throughput Sequencing), sendo capaz de identificar simultaneamente milhdes
de sequéncias dentro de uma amostra, o que diminui o custo e aumenta a velocidade
de processamento das amostras (ELBRECHT; LEESE, 2015; VALENTINI et al., 2016). O
eDNA metabarcoding baseia-se no uso de amostras de eDNA, podendo ser agua, solo,
excretas, ar, para amplificar sequéncias génicas através da PCR. Esses genes sdo entéao
sequenciados por HTS (Figura 1), o que possibilita identificar a composicao dos diferentes
grupos taxondmicos de maneira mais sensivel, que a identificagdo morfologica tradicional
(TABERLET et al., 2018; VALENTINI et al., 2016).

Por ser uma técnica recente, apresenta ainda importantes limitagbes, como
a detecgdo da biodiversidade em fungdo dos dados disponiveis para a identificagdo
das sequéncias e a escolha do primer, fator que pode gerar viés (DEINER et al., 2016;
TABERLET et al., 2018). Entretanto, os erros associados aos estudos de metabarcoding
de eDNA podem ser minimizados com o desenvolvimento de um estudo cuidadoso, com a
escolha de um primerapropriado e amostragem e replicacdo robustas (DEINER et al., 2017).
Apesar das limitagdes, o uso do metabarcoding para avaliagdo de comunidades inteiras
mostrou resultados importantes, como, quando se compara abundéancia e biodiversidade
identificada pela técnica do metabarcoding versus métodos convencionais, limitados pela
identificacdo taxondémica (DEINER et al., 2016; SCHROEDER et al., 2020; SERRANA et
al., 2019; FRANKLIN et al., 2019).

No Brasil, estudos baseados no biomonitoramento 1.0 sdo maioria, sendo utilizados
para todos os ecossistemas aquaticos, inclusive em reservatorios do Semiarido, enquanto
que aqueles baseados no biomonitoramento 2.0, a partir da analise do eDNA metabarcoding
ainda séo escassos (BERNARDINO et al., 2019; MACHADO et al., 2020; SALES et al.,
2019, 2020, 2021; SASSO et al., 2017; SIMAO et al., 2017), sendo mais raros ainda para
o Semiarido brasileiro, (SALES et al., 2019; SALES et al., 2021). As comunidades mais
utilizadas para essa avaliagéo sdo de macroinvertebrados bentdnicos e peixes, por serem
considerados indicadores de condigbes ambientais (KECK et al., 2017).

No contexto de que a identificagdo morfolégica de espécies &€ um processo
demorado e oneroso e em virtude do eDNA metabarcoding ser uma ferramenta que
vem demonstrando resultados promissores na identificacdo de grupos taxonémicos para

avaliagao e determinacéo da qualidade ambiental. O estudo e aplicacdo dessa técnica para
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avaliacdo e acompanhamento do estado de salude em ecossistemas no Semiarido indica
grande relevancia, visto que a abordagem possibilita a obtencdo de uma resposta mais
rapida e robusta na avaliacdo do estado ecologico desses ecossistemas, 0 que permite
um melhor manejo e gestdo dos recursos hidricos, subsidiando inclusive informagdes que
auxiliem na elaboracéo de estratégias para a conservagao da biodiversidade e a aplicacao

de politicas que reduzam o risco potencial de perda dos recursos na regiéo.

Amplificagao Sequenciamento Identificagio

).

¥
—~/

Amplificagio Sequenciamento Identificagdo
Coleta das amostras Extracdo

metabarcoding

Figura 1. Visdo geral basica das técnicas de barcoding e metabarcoding de DNA ambiental (€DNA).

51 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso do eDNA para avaliagdo ecologica vem mostrando ser uma ferramenta com
grande potencial, possuindo diferentes aplicacbes em diversos ecossistemas. Seu uso,
com base em técnicas moleculares, mostra resultados promissores e, por isso, outros
estudos sdo necessarios para que o estabelecimento de protocolos eficientes para os
ambientes estudados.

Em adicdo, o uso do eDNA como base para estudos e avaliacdo de ecossistemas
aquaticos diminui as limitagbes dos métodos convencionais, como: o longo periodo
de processamento de amostras e a dificuldade de diferenciacdo de espécies muito
semelhantes. A aplicacdo do eDNA metabarcoding pode representar uma alternativa mais
rapida, robusta e eficiente em relagdo ao método de diferenciagdo taxonoémica utilizado
atualmente para determinacao da saude ecolbgica de ecossistemas.

Estudos utilizando essa técnica em reservatérios do Semiarido brasileiro
compreendem uma boa estratégia para melhoria na avaliagéo ecolégica, gerando respostas
mais rapidas sobre o estado ecologico desses ambientes, o que possibilitara um melhor
manejo dos recursos hidricos, permitindo melhorias na manutencdo da qualidade da
agua ofertada para a populagéo, o desenvolvimento de agbes de mitigacdo dos impactos
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antropicos sobre esses ambientes e possibilitando a elaboragéo de estratégias politicas de
gestao, para evitar perdas dos recursos hidricos da regido.

Por fim, estudos de viabilizacdo dessa técnica em ecossistemas aquaticos no
Brasil sdo importantes, visto que, apesar do potencial dos métodos, ainda sdo poucos os
trabalhos que trazem o uso e aplicagcdo do eDNA como ferramenta para avaliagcao ecologica
dos ambientes aquaticos brasileiros. Neste sentido, estudos para estabelecer e padronizar
metodologias que possam ser empregadas na avaliagdo de ecossistemas sdo importantes,
para que essas técnicas sejam aplicadas e superem as limitagcbes advindas da técnica

convencional de diferenciagdo morfologica.
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