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RESUMO

O conhecimento e monitoramento da biodiversidade se configuram como elementos-
chaves para a definicdo de acGes e iniciativas focadas na conservacao e restauracdo da
natureza. No entanto, técnicas de monitoramento sdo geralmente caras e demoradas, 0
que dificulta esforcos para a identificagdo e manejo da diversidade bioldgica. Nesse
sentido, é imprescindivel o desenvolvimento de novos métodos rapidos, ndo invasivos e
de baixo custo que possam trazer resultados e informacdes confiaveis e robustas,
destacando-se, nesse contexto, as abordagens baseadas no uso do DNA ambiental
(eDNA). O eDNA ¢é uma mistura complexa de material genético oriundo de organismos
inteiros ou partes deles, presentes em matrizes ambientais, que podem ser, por exemplo,
de solo, agua ou sedimento. O presente projeto apresenta um protétipo de equipamento
simples e de baixo custo para obter amostragem de eDNA, visando explorar a riqueza e
composicdo da ictiofauna no Sistema de Transposicdo de Peixes (STP) da Usina
Hidrelétrica Belo Monte, localizado no curso médio do rio Xingu, um rio hiperdiverso
localizado na Amazbnia brasileira. Para tanto, fabricou-se um novo e acessivel
equipamento para coleta passiva de material genético (eDNA) a partir de uma estrutura
metalica e dois tubos de PVC. Um medidor de vazéo foi acoplado a um dos tubos e dois
rolos de gaze foram firmemente fixados ao outro tubo. A partir das amostras, que foram
coletadas a cada duas horas durante um periodo de 24 horas, foi gerado um inventario de
espécies usando uma combinacdo de marcadores moleculares especificos de peixes
(Tele02 12S). Para a validacdo do equipamento e da metodologia proposta, a variacao
temporal da riqueza e composic¢éo da ictiofauna detectada com eDNA foram comparadas
com as registradas no monitoramento utilizando o Sistema de Video-Imagem (SVI)
localizado na saida do STP. Os resultados indicam que o método foi eficiente e amostrou
100% das ordens da ictiofauna que foi registrada no monitoramento com SVI, mas a
similaridade entre os dois métodos foi reduzindo a medida que aumentava-se a
especificidade taxondmica. Esse resultado pode ser explicado pela baixa
representatividade das espécies do Xingu nas bibliotecas gendmicas existentes. Neste
sentido, 0 eDNA é uma abordagem promissora e com grande potencial de se tornar uma
ferramenta valiosa para estudar e monitorar a composicdo de peixes em rios tropicais de
agua doce altamente diversificados com custos acessiveis e impactos minimos sobre
organismos e habitats, mas que, nesse momento, precisa de mais pesquisa de base para

gue possa a Vvir substituir e/ou complementar os métodos tradicionais de amostragem.
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ABSTRACT

Knowledge and monitoring of biodiversity are key elements for defining actions and
initiatives focused on nature conservation and restoration. However, monitoring
techniques are generally expensive and time-consuming, which complicates efforts to
identify and manage biological diversity. In this sense, it is essential to investigate new
fast, non-invasive and low-cost methods that can provide reliable and robust results and
information, highlighting, in this context, approaches based on the use of environmental
DNA (eDNA). eDNA is a complex mixture of genetic material originating from entire
organisms or parts of them, present in environmental matrices, which can be, for example,
soil, water or sediment. This project presents a prototype of a simple and low-cost
equipment to obtain eDNA sampling, aiming to explore the richness and composition of
the ichthyofauna in the Fish Transposition System of the Belo Monte Hydroelectric
Power Plant (HPP), located in the middle course of the Xingu River, a hyperdiverse river
located in the Amazon Brazilian. To this end, a new and affordable piece of equipment
was manufactured for passive collection of genetic material (eDNA) using a metal
structure and two PVC tubes. A flow meter was attached to one of the tubes and two rolls
of gauze were firmly attached to the other tube. From the samples, which were collected
every two hours over a 24-hour period, a species inventory was generated using a
combination of fish-specific molecular markers (Tele02 12S). To validate the equipment
and the proposed methodology, the temporal variation in the richness and composition of
the fish fauna detected with eDNA were compared with those recorded during monitoring
using the Video-Image System located at the exit of the STP. The results indicate that the
method was efficient and sampled 100% of the ichthyofauna orders that were recorded in
monitoring with SVI, but the similarity between the two methods reduced as taxonomic
specificity increased. This result can be explained by the low representation of Xingu
species in existing genomic libraries. In this sense, eDNA is a promising approach with
great potential to become a valuable tool for studying and monitoring the composition of
fish in highly diverse tropical freshwater rivers with affordable costs and minimal impacts
on organisms and habitats, but which, in this At the moment, more basic research is

needed so that it can replace and/or complement traditional sampling methods.

Keywords: Environmental DNA; molecular biology; environmental monitoring;

biodiversity; Xingu River; Amazon.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento e monitoramento da biodiversidade se configuram como
elementos-chave para a definicdo de acdes e iniciativas focadas na conservacdo e
restauracdo da natureza. Nesse sentido, a geracdo de informac6es sobre a diversidade
bioldgica para orientar as decisbes de gestdo e formular politicas publicas voltadas para
0 uso sustentdvel dos recursos e conservagdo dos ecossistemas sdo fundamentais
(LINDENMAYER; LIKENS, 2010). Os programas de monitoramento exigem métodos
de amostragem acessiveis que produzam dados padronizados e confidveis para atingir
seus objetivos de identificacdo da biodiversidade e caracterizagdo da sua variacéo espago-
temporal. No entanto, as técnicas convencionais de monitoramento geralmente sdo
invasivas, caras e necessitam de longos periodos de amostragem, impondo uma série de
questdes metodoldgicas como a necessidade de elevado numero de equipe técnica,
equipamentos e custos logisticos que oneram os esforcos para a identificacdo,
conservagdo e manejo da diversidade biologica. Dessa forma, conciliar custo amostral e
acuracia dos dados apresenta-se como um grande desafio (GIULIA et al., 2023),
principalmente em programas de monitoramento de longo prazo. Por essa razdo, é
imprescindivel a investigacdo e desenvolvimento de novos métodos rapidos e de baixo

custo que possam trazer resultados e informacGes confiaveis e robustas.

E nesse contexto que um novo método néo invasivo vem ganhando cada vez mais
espaco e revolucionando o monitoramento da biodiversidade — o metabarcoding do DNA
ambiental (eDNA) (BYLEMANS et al., 2019; CINDY et al., 2021). Por meio desse
método, sdo coletadas amostras de agua, sedimento e/ou ar nas quais contém DNA de
organismos originados de material bioldgico vivo ou morto, como peles, mucosas, saliva,
gametas e fezes (BARNES; TURNER, 2016; BOHMANN et al., 2014; FICETOLA et
al., 2008; TABERLET et al., 2012). O protocolo de amostragem é relativamente simples,
rapido e sem danos significativos as espécies e habitats alvo (ANTOGNAZZA et al.,
2019; LEEMPOEL; HEBERT; HADLY, 2020; MORAN; PROSSER; MORAN, 2019).
A partir das amostras, o eDNA é preservado, extraido, amplificado, sequenciado e
categorizado (DEINER et al., 2015). Entdo, por meio da aplicacdo de métodos
moleculares, como o uso de primers gerais ou universais em Reacfes em Cadeia da
Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction), e ferramentas avangadas de

bioinformaética, pode-se determinar a presenca de espécies e avaliar a biodiversidade.
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O eDNA ja provou ter um enorme potencial no monitoramento biologico
(LACOURSIERE-ROUSSEL; ROSABAL; BERNATCHEZ, 2016). De fato, 0 nimero
de estudos que utilizam esse método aumentou exponencialmente na Ultima década,
refletindo principalmente na reducdo dos custos associados as andlises (BENG;
CORLETT, 2020). O eDNA tem sido aplicado para detectar a ocorréncia de espécies
invasoras (GOLDBERG et al., 2013; KLYMUS et al., 2015), espécies nativas
consideradas extintas ou ameacadas (JERDE et al., 2011), assim como outras espécies
ndo descritas que seriam dificeis de detectar por métodos tradicionais (FICETOLA et al.,
2008; THOMSEN et al., 2012). No entanto, a abordagem eDNA ainda apresenta algumas
limitacOes e lacunas importantes a serem superadas (MARQUES et al., 2021).

Muitos estudos de eDNA sdo baseados em métodos ativos que utilizam
bombeamento e filtracdo de dgua, sendo que a principal limitacdo continua sendo a coleta
e concentracdo de DNA de grandes volumes de agua, que requerem ferramentas estéreis
especificas (como filtros, bombas ou seringas) e que ndo sdo faceis de obter e manter em
areas remotas, especialmente em paises menos desenvolvidos. Outros estudos, por sua
vez, fazem amostras pontuais e ndo abordam em profundidade o efeito da variacdo
temporal nas analises. Isso é especialmente preocupante para certos ecossistemas, como
aqueles em rios tropicais hiperdiversos, onde 0s processos ecoldgicos e a estrutura da
comunidade variam consistentemente entre as estacdes (e.g., estacdo chuvosa vs. seca)
(WINEMILLER, 1998) e periodos do dia (e.g., dia vs. noite) (ARRINGTON;
WINEMILLER, 2003; COSTA; NOGUEIRA, 2016).

O uso de amostragem passiva de eDNA é uma solucao promissora para expandir
o entendimento, complementar e apresentar uma abordagem alternativa aos métodos
tradicionais, ativos, de coleta de eDNA (CHEN et al, 2022; VERDIER et al, 2022). Nesse
sentido, o objetivo principal desta dissertacdo € avaliar a performance de um novo
equipamento de amostragem de coleta passiva de amostras de dgua para analise de DNA
ambiental. Esse equipamento foi projetado para ter baixo custo, sendo acessivel e de facil
manutengdo em areas remotas. Também foi explorado como o desenho amostral afetou a
riqueza de espécies detectadas e como esta riqueza e a composicao das espécies variaram
ao longo de 24h. O novo método foi aplicado no Sistema de Transposicao de Peixe (STP)
da Usina Hidrelétrica Belo Monte, localizado no curso médio do rio Xingu, um rio

hiperdiverso localizado na Amazonia brasileira. Para validar a capacidade do método de
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identificar a riqueza e composicdo de espécies que passam pelo STP, utilizou-se
informagdes provenientes do Sistema de Video-Imagem (SVI) no STP da UHE Belo
Monte. A hipotese avaliada é que a riqueza e composi¢ao de taxa identificados pelo novo
método apresenta alta similaridade com aquelas obtidas no SVI. Também testamos
diferencas entre amostras obtidas durante o dia e noite para verificar a capacidade do

equipamento em capturar a variagao nictemeral da ictiofauna.

2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos adotados no desenvolvimento desta pesquisa encontram-se
resumidos no fluxograma da Figura 1 abaixo, e serdo descritos detalhadamente na
sequéncia.

=
=
AMOSTRAGEMNO STP EXTRACAO DO DNA

o = PREPARACAODA CONTAGEM E
AMPLIFIGAGAGDO. DNA BIBLIOTECA IDENTIFICAGAO DOS PEIXES|
' l
T
) III I“ || " 1l I|I i
||]I|I|I|I|I|“I|I|I|“I|I|I|
IDENTIFICAGAO LISTA DE TAXA
SEQUENCIAMENTO TAXONOMICA VIA eDNA
VIANGS METABARCODING

l—'
LISTA DE TAXA (63

ANALISE E COMPARAGOES

 RESULTADOS

Figura 1. Fluxograma do resumo da metodologia aplicada. Fonte: De autoria prépria.

2.1. Areade Estudo

A bacia do rio Xingu esta localizada na margem direita do rio Amazonas e cobre
uma éarea total de aproximadamente 531.250 km? sobre os antigos e erodidos leitos
rochosos do Escudo Brasileiro (LATRUBESSE; STEVAUX; SINHA, 2005). O rio Xingu

€ 0 maior rio de aguas claras da bacia amazonica (i.e., baixos teores de nutrientes e
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sedimentos em suspensdo) (JUNK et al., 2011), estendendo-se por mais de 1.600 km,
desde o encontro das Serras Formosa e do Roncador, regido de savanas arbustivas no
bioma Cerrado, até a confluéncia com o rio Amazonas (LATRUBESSE; STEVAUX;
SINHA, 2005), localizada a cerca de 420 km do Oceano Atlantico. Mesmo com essa
distancia, a influéncia de marés oceanicas pode ser verificada até 100 km a montante da

confluéncia, dentro do Xingu.

A bacia do rio Xingu é dividida em trés compartimentos: o Alto Xingu, onde seus
formadores sdo o rio Ferro, o rio Culuene e o rio Sete de Setembro. Dentro do Parque
Indigena do Xingu, h& a confluéncia com trés importantes afluentes o Suia-Micu,
Manissaua-Micu e Arraias; no Médio Xingu, ha dois principais afluentes: o rio Fresco,
no municipio de Sdo Félix do Xingu, e o rio Iriri, 0 seu afluente mais importante;
Finalmente, no Baixo Xingu, o rio ha a confluéncia com o rio Bacaja, outro grande
afluente. Apds a Volta Grande do Xingu, um trecho com muitas corredeiras, o rio se abre
em um lago, formando uma ria fluvial, até sua foz na margem direita do rio Amazonas,
na cidade de Porto de Moz (AGUAS AMAZONICAS, 2022).

O trecho Médio do rio Xingu destaca-se por sua cobertura florestal aluvial e uma
extensa série de corredeiras conhecidas como Volta Grande que abriga niveis
excepcionais de biodiversidade aquatica endémica (FITZGERALD et al., 2018). A vazédo
natural do rio nesta regido varia sazonalmente, com valores baixos durante a estacéo seca
(~2.000 m3s 1 entre junho e novembro) e altos durante a estagdo chuvosa (~8.000 a 20.000
m3s~! entre dezembro e maio). O clima é tropical tmido com baixas oscilagdes de
temperatura durante o ano (~26 °C) (WALLACE et al., 2021).

O estudo foi realizado no Sistema de Transposigéo de Peixes (STP) do Complexo
Hidroelétrico de Belo Monte (Figura 2), localizado no trecho Médio do rio Xingu (Para).
Vale destacar que o STP foi utilizado como sitio amostral por se tratar de um ambiente
mais controlado, se comparado ao ambiente natural do rio, que, por sua vez, possui uma
dindmica mais complexa de dispersdo e degradacdo do material genético circundante
(eDNA) (MURAKAMI et al., 2022). Além disso, ele permite a validacdo do método por
meio do Sistema de Video-Imagem (SVI), que registra todos os peixes que passam pelo

sistema.
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Figura 2. Canal do Sistema de Transposicao de Peixes (STP) do Complexo Hidrelétrico
de Belo Monte. A esquerda, detalhe do local de amostragem, onde € identificado um
ponto na saida do canal do STP no reservatorio principal (circulo vermelho). A direita,
imagens que ilustram as estruturas internas do STP. Fonte: De autoria propria.

O STP de Belo Monte € um canal de 1.200 metros de extensdo que permite aos
peixes transporem o barramento de Pimental, conectando os setores a montante - o
reservatorio principal do complexo hidroelétrico — e jusante — o trecho de vaz&o reduzida
— do rio Xingu, viabilizando a manutencdo dos movimentos dos peixes nesse trecho do
rio, inclusive as migrac6es reprodutivas. O canal é subdividido em 80 tanques, cada um
com 14 m de comprimento, declividade de 1,43% e com profundidade média de 2,5 m.
Cada tanque ¢ delimitado por diques de gabides, que agem como dissipadores da energia
da agua, enquanto duas ranhuras verticais permitem a passagem dos peixes entre 0s
tanques. Ao dissipar a energia da agua, os gabides também proporcionam areas de baixa
velocidade da agua e permitem que os peixes descansem a medida que vao subindo o
STP. Integrado a ele ha ainda um sistema de agua de atracdo, que aumenta a vazéao do
trecho final do STP, aumentando a atratividade para os peixes entrarem no STP e

continuarem seus movimentos pelo rio.
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Os peixes que transitam pelo STP de Belo Monte séo contabilizados pelo Sistema
de Video-Imagem (SVI). Esse sistema estd localizado proximo a saida do STP no
reservatorio, e é composto por um sistema de grades que direcionam 0s peixes para
passarem proximo a dois visores de vidros de 2,00 x 2,00 m. Esses visores estdo abertos
a duas salas (direita e esquerda do STP, Figura 3) onde estdo localizadas cameras de alta
resolucédo, acopladas a DVRs (do inglés Digital Video Recorder), que fazem a gravagéo
continua de imagens (24h por dia, 7 dias por semana). Dessa forma, é possivel ter registro

de virtualmente todos 0s peixes que passam pelo STP, seja no sentido jusante-montante,

quanto no sentido inverso.

Figura 3. A esquerda, porco final do STP (montante) quando seco, com detalhe para os
visores da sala direita e esquerda, indicados pelas setas vermelhas. A direita, o sistema de
cameras na figura de cima e, abaixo, a analise de imagens gravadas pelo Sistema Video-
Imagem (SVI). Fonte: Norte Energia, 2023.

2.2. Amostragem de eDNA

As amostras de eDNA foram coletadas nos dias 20 e 21 de maio de 2021, durante
o periodo de cheia da regido, quando o STP apresenta seu melhor funcionamento. Para a
coleta, foi fabricado um equipamento feito de estrutura metélica contendo pesos para
estabiliza-lo submerso na agua. A estrutura metalica foi amarrada com uma corda de sisal
torcida com o objetivo de emergir e submergir o equipamento na agua.

Para maximizar a quantidade potencial de eDNA que passa pelas amostras, fixou-
se & referida estrutura metélica dois tubos de policloreto de vinil (PVC), com 50,00 cm
de comprimento e 15,00 cm de diametro. Dois rolos de gaze foram firmemente fixados
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por abracadeira plasticas amarradas dentro de um dos tubos de PVC para absorver o DNA
do ambiente. Os rolos de gaze foram constituidos de 100% de algod&o esterilizado e com
uma gramatura de 13 cm? de fios. Um medidor de vazdo foi acoplado no outro tubo para
quantificar o volume de agua filtrado pelos rolos de gaze durante o periodo de

amostragem (Figura 4).

@A)

® ©

Figura 4. Equipamento de amostragem de eDNA, com caracterizagio das suas medidas
(A), detalhando a posicao dos dois rolos de gaze e do medidor de vazdo que foram fixados

aos tubos de PVC (B), e em vista lateral (C). Fonte: De autoria prépria.

O equipamento (coletor) foi colocado no STP da UHE Belo Monte a menos de
3,00 metros a montante dos visores do SVI. O equipamento permaneceu submerso a
aproximadamente 1,00 m da superficie da agua por um periodo de 24 horas. A primeira
coleta ocorreu no dia 20 de maio de 2021 as 09h30. A cada duas horas subsequentes, 0
equipamento era retirado da agua e os rolos de gaze, que funcionaram como filtro para
capturar o material genético da dgua, eram recuperados e substituidos por novos. A Ultima

coleta foi concluida as 7h30 do dia 21 de maio de 2021, totalizando 12 amostras.

Vale destacar que a técnica de filtragem de &gua no campo € uma vantagem
logistica em comparacdo com o transporte de agua para o laboratério mais préximo

(GOLDBERG et al., 2016). Alem disso, a preservacdo adequada dos filtros torna-se
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crucial para a recuperacdo maxima do DNA. Nesse sentido, as gazes recuperadas foram
preservadas em tubos Falcon estéreis individualizados de 50 mL contendo gréos de silica
gel. A preservacdo dos filtros em gréos de silica gel garante a manutencéo da composicao
de eDNA da comunidade amostrada de forma mais consistente se comparada a outras
técnicas de preservacdo, como o etanol (MAJANEVA et al., 2018). Os tubos contendo os
rolos de gaze com a silica gel foram mantidos em um refrigerador durante as coletas e,
apos 24 h, foram transportados em caixas de gelo até o Laboratorio de Ictiologia da
Universidade Federal do Pard (UFPA), em Altamira, no Para, onde permaneceram
devidamente congelados e armazenados a -20°C. Na sequéncia, os tubos contendo 0s
rolos de gaze com a silica gel foram transportados em caixas com didxido de carbono
solidificado via transporte aéreo até o Laboratdrio do Departamento de Biologia da
Universidade de Roma Tor Vergara, na Itdlia, onde as amostras de eDNA foram

processadas e analisadas.

2.3. Processamento do eDNA

No laboratoério da Universidade de Roma Tor Vergara, na Italia, cada rolo de gaze
foi cortado em pequenos pedacos, homogeneizado e subamostrado (~ 2 x 2,00 cm),
seguindo o protocolo de extragdo de DNA universal modular ou Mu-DNA (SELLERS et
al., 2018). O DNA foi lisado durante a noite a 37°C com 730 pL de solugéo de lise (1 M
Tris HCI (pH 8), 0,5 M EDTA (pH 8)), 250 uL de aditivo de lise de solo (180 mM de
sulfato de amonio e aluminio dodeca-hidratado, 20% SDS) e 20 uL de proteinase K (100
ug/mL). Em seguida, o DNA foi extraido através das principais etapas do protocolo (i.e.,
remocao do inibidor, ligacdo a silica, lavagem e elui¢do final) e ajustado de acordo com
o volume inicial de DNA lisado. Dois negativos de extracdo (reagentes e agua livre de
nucleotideos irradiados com UV) foram incluidos para monitorar possiveis

contaminac0es relacionadas aos procedimentos de extracao e reagentes.

O DNA extraido foi amplificado por PCR visando um fragmento de ~167 pb do
gene  12S, usando os iniciadores  (primer) Tele02 (forward: 5'-
AAACTCGTGCCAGCCACC-3; reverse: 5-GGGTATCTAATCCCAGTTTG-3"), que
apresentam uma deteccao de espécies de teledsteos em mais de 98% quando testadas in
silico (TABERLET et al., 2018). Para identificar possiveis contaminacdes, inclui-se um
positivo (Sebastes mentella, uma espécie marinha subartica) e dois controles de PCR
negativos. Cada amostra foi amplificada anexando um oligo-tag exclusivo de 8 pb aos
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primers forward e reverse, a fim de identificar as amostras de forma univoca e reduzir
contextualmente o risco de contaminacdo cruzada e/ou troca de tags durante o
sequenciamento Illumina. Cada tag diferia em pelo menos trés pares de bases de outras
tags e era precedida por 2 a 4 bases degeneradas (Ns) para melhorar a diversidade de

sequéncias durante o sequenciamento.

As PCRs foram realizadas em triplicata sob as seguintes condigcdes de
termociclagem: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 30 segundos,
60°C por 45 segundos e 72°C por 30 segundos, e um alongamento final de 72°C por 5
min. Cada amostra foi amplificada em 20 pL de reagdes contendo 10 uL de MyFi™ Mix
(Meridian Bioscience), 0,16 uL de albumina de soro bovino (20 mg/mL, Thermo
Scientific), 5,84 uL de Agua Destilada UltraPure™ (Invitrogen), 1 pL de cada primer
forward e reverse (10 uM, Eurofins) e 2 uL de DNA modelo. As réplicas foram entéo
agrupadas e visualizadas em um gel de agarose a 2% corado com SYBRsafe (Invitrogen)
para garantir a amplificagdo bem-sucedida dos fragmentos alvo. Os produtos de PCR
foram purificados com esferas magnéticas Mag-Bind® TotalPure NGS (Omega Biotek
Inc.), usando uma proporg¢ao de 1x das esferas magnéticas em 30 pL de produtos de PCR
(BRONNER; QUAIL, 2019) e 0o DNA purificado foi quantificado usando um fluorémetro
Qubit™ 4.0 com o kit Qubit™ dsDNA HS Assay (Invitrogen). Com base na concentragdo
total de DNA, as amostras foram normalizadas e agrupadas em concentracdo equimolar
para preparacdo de biblioteca. O reparo final, a ligacdo do adaptador e a amplificacdo da
biblioteca por PCR foram realizados usando o kit NEXTFLEX® Rapid DNA-Seq 2.0 para
plataformas Illumina® (PerkinElmer) de acordo com o protocolo do fabricante. A Agilent
2200 TapeStation e a High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent Technologies)
indicaram que produtos secundarios (por exemplo, dimeros adaptadores) permaneceram
e estes foram removidos posteriormente por outra limpeza de esfera magnética de
proporcdo 1x. A biblioteca foi gerada usando PCR quantitativo (qQPCR) em um Rotor-
Gene Q (Qiagen) com o kit NEBNext® Library Quant para Illumina® (New England
Biolabs) e diluida a 1 nM com base na concentragdo de qPCR. Finalmente, a biblioteca
foi sequenciada a 85 pM com 10% de controle PhiX em um Ilumina® iSeq™ 100 usando
il Reagent v2 (300 ciclos) (Illumina Inc.).
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2.4. Andlises de bioinformatica

Os procedimentos de bioinformatica foram baseados no software OBITOOLS
1.2.11 (BOYER et al., 2016). A qualidade de leitura foi verificada com FASTQC e as
extremidades de baixa qualidade foram cortadas para analise posterior.
ILLUINAPAIREDEND foi usado para mesclar todas as leituras pareadas mostrando uma
pontuacéo de qualidade > 40, e NGSFILTER para multiplicar amostras com base em seus
codigos de barras exclusivos, permitindo uma Unica incompatibilidade de base. Apos a
demultiplicacdo, as sequéncias retidas foram filtradas via OBIGREP para remover
singletons e leituras fora do intervalo de comprimento esperado (129-209 pb) e
desreplicadas via OBIUNIQ. As quimeras foram removidas com UCHIME (EDGAR et
al.,, 2011) e as sequéncias restantes foram agrupadas em Molecular Operational
Taxonomical Units (MOTU) com SWARM (MAHE et al., 2015) definindo o limite para
d=3.

O banco de dados 12S personalizado foi criado por meio de uma PCR in silico
contra 0 banco de dados de vertebrados EMBL (versdo de lancamento r143)
implementado com ECOPCR. Primeiro, a taxonomia foi atribuida com ECOTAG e, em
sequida, foi verificada a atribuicdo taxondmica pesquisando no banco de dados NCBI
usando BLASTn. O conjunto de dados foi finalmente filtrado mantendo apenas as
sequéncias mostrando correspondéncia de identidade >95% e removendo o ruido de
contaminacéo potencial aproveitando os controles negativos com o pacote DECONTAM
em R (DAVIS et al., 2018), usando 0 método de prevaléncia com um limite de 0,5.

2.5. Estimativa da riqueza pelo Sistema de Video-Imagem

Todos os peixes que passaram nos visores do SVI do STP nos dias 20 e 21 de
maio de 2021, durante as 24h de estudo, foram identificados por um especialista em
ictiofauna. Quando néo foi possivel identificar todos os individuos presentes nas imagens
ao nivel especifico, devido a diversidade de espécies morfologicamente similares, a
qualidade da agua e, ocasionalmente, a presenca de perifiton no visor, os individuos foram
classificados no menor nivel taxondmico possivel. Para permitir a comparacdo com as
amostras de eDNA, os videos foram separados nos mesmos intervalos em que foram
feitas as amostras de eDNA, ou seja, a cada 2h entre as 9h30 do dia 20 de maio e as 7h30
do dia 21 de maio de 2021. A riqueza foi definida como sendo 0 numero de espécies que
foram registradas no visor nesse periodo.
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Figura 5. Exemplos de imagem do visor do STP quando a contagem foi feita por
estimativa. Setas indicam (A) Prochilodus spp., (B) Characidae (C) Moenkhausia spp. e

D) Leporinus spp. Fonte: Norte Energia, 2016.

2.6. Andlise dos dados

A comparacdo entre os dados de riqueza obtidos com o método de eDNA e com
0 SVI foi feito utilizando o teste de correlagdo de Pearson. Também comparamos o
percentual de taxa identificadas no SVI que tiveram eDNA identificado, em quatro niveis
taxondmicos diferentes: espécie, género, familia e ordem, para acessar a incerteza

relacionada a identificacdo taxondmica em ambos 0s métodos.

As curvas de rarefacdo foram elaboradas usando nimeros de Hill (CHAO et al.,
2014) para investigar a associacao entre esfor¢co amostral (ou seja, nimero de amostras)
e a riqueza de espécies. Os numeros de Hill sdo um grupo de indices de diversidade que
sdo definidos por uma ordem g. A medida que g aumenta, também aumenta a
sensibilidade a abundancia relativa das espécies. Para este estudo, foi utilizado q igual a
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0, que é equivalente a riqueza de espécies. Dado que o fluxo de &gua que passa pelos
tubos de PVC também pode ser considerado uma meétrica de esforgo amostral, foi
realizada uma correlacdo entre o nimero de rotagcdes do medidor de vaz&o e a riqueza de
especies. Curvas de rarefacdo e correlagdes foram conduzidas individualmente para cada

réplica espacial (ou seja, os rolos de gaze paralelos).

Os dois rolos de gaze utilizados para amostrar 0 eDNA a cada duas horas foram
agrupados para as analises da composicéo e riqueza de espécies de peixe. De forma
similar, os dados dos dois visores do SVI foram agrupados para facilitar a comparacao
com os dados de eDNA. A variagéo na riqueza ao longo das 24h amostradas foi avaliada
utilizando modelos aditivos generalizados (GAM). A GAM permite modelar relagdes ndo
lineares entre covariaveis (tempo) e variaveis de resposta (riqueza) utilizando diferentes
distribuicbes de probabilidade (Poisson) (PEDERSEN et al., 2019). O método de
estimacdo de parametros de suavizacgdo utilizado foi o GCV para parametro de escala
desconhecido e Mallows (GCV.Cp). O spline de regressdo cubica foi a base de
suavizacdo, enquanto a dimensdo da base usada para representar o termo de suavizacao
(k) foi definida como 6.

Para explorar a variagdo na composi¢do dos taxa identificados pelo eDNA e pelo
visor ao longo do dia, foi utilizada andlises de Escalonamento Multidimensional N&o
Métrico (NMDS). Foi testada a diferenca entre a composicdo de espécies amostradas
entre o dia e noite utilizando um ajuste do preditor na ordenacdo e testando sua
significancia a partir de 1.000 permutacfes (OKSANEN et al., 2022). Uma andlise de
espécies indicadoras (com 9.999 permutacdes) foi também utilizado para identificar

espécies associadas a cada um dos periodos testados (DE CACERES et al. 2010).

Todas as analises foram realizadas no R (R Core Team 2024). As curvas de
rarefacdo foram realizadas no pacote INEXT (HSIEH et al., 2020), o GAM no pacote
mgcv (WOOD, 2011), nmds e envfit do pacote vegan (OKSANEN et al., 2022), e a
analise de espécies indicadoras com o algoritmo IndVal.g, do pacote indicspecies (DE
CACERES et al., 2009).

3 RESULTADOS

Apbs as andlises bioinformaticas do eDNA, obteve-se um total de 26.387
sequéncias de 98 taxa (Figura 6). Oitenta e oito espécies pertenciam a grupos de “peixes”,
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sendo 85 teledsteos e trés cartilaginosos. Cinquenta e quatro taxa foram associados a
peixes de ocorréncia no rio Xingu, sendo estes divididos em 9 ordens (a maioria
Characiformes), 20 familias e 35 géneros. O nimero de taxa de teledsteos que ocorrem
no Xingu pode ser maior, tendo em vista a baixa representatividade genética dos peixes

dessa bacia nas bibliotecas gendmicas disponiveis (ver discussdo).

Ao analisar as imagens do SVI do STP, por sua vez, foram identificados 21 taxa,
divididos em 3 ordens (Characiformes, a mais abundante, e Perciformes e Siluriformes),

11 familias e 14 géneros.

53 taxa - Ocorrem
no Rio Xingu

85 taxa - Peixes —_
Teledsteos

32 taxa - Ouiras
distribuigges
geograficas

——

J
Totalde 54 taxa
detectadas peloeDNA
ocorrem ne Rio Xingu

88 taxa - Peixes

| 01 taxon - Tubardo

Yy

—

3 taxa - Peixes
Cartilaginosos
—_—
10 taxa - Outros
[bactéria, homem,
lobe, ave e etc.)

li]l tdxon - Quimera

01 taxon - Arraia
que ocorre no Rio
Xingu

Figura 6. Diagrama indicando a quantidade de taxa detectados pelo eDNA, especificando
0s taxa de peixes e de outros organismos e destacando 0s taxa de peixes que ocorrem no

Rio Xingu. Fonte: De autoria prépria.

A eficacia do método de amostragem de eDNA para caracterizar a ictiofauna que
passou pelo STP variou em fungdo da resolugdo taxonémica utilizada, sendo maior
quanto maior a resolugcdo. O método foi capaz de detectar 100% das ordens que foram

diagnosticadas no SVI, 72% das familias, 75% dos géneros e 9% das espécies (Figura 7).
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Figura 7. Comparacao do percentual de taxa compartilhados pelas analises de eDNA e
do SVI (em verde) e apenas pelo SVI do STP (na cor salmdo) nos diferentes niveis

taxondmicos analisados.

Um outro ponto explorado foi o esfor¢o amostral, ja que o fluxo de agua que
passou pelos tubos de PVVC também pode ser considerado uma métrica de esforgco. Nesse
sentido, foi realizada uma correlacdo de Pearson entre o nimero de rotacbes do medidor
de vazdo e a riqueza de espécies. Conforme podemos observar na Figura 8, considerando
0 acumulo dos pontos a direita, pode-se depreender que as gazes (filtros) ndo
demonstraram sinal de saturacdo, uma vez que o nuimero de espécies foi positiva e

linearmente correlacionado ao volume de agua que passou pelo equipamento.

r=0.58,p= 0.005

604

N
S
L

Taxa richness

(¢]

204

%o ©
%

o
© o
o °

(¢]

2048 8192 32768
Fluxometer readings

Figura 8. Esforgo amostral - comparacdo do nimero de rotacfes do medidor de vazao

(eixo X) e a riqueza de espécies (eixo y).
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As curvas de rarefacdo (Figura 9) indicaram que o numero de amostras de eDNA
(na cor vermelha) néo foi o suficiente para estimar a riqueza total, e a extrapolacédo indica
que a riqueza deve se estabilizar por volta de 95 espécies, que seriam obtidas com cerca
de 25 amostras. O nimero de espécies detectadas também foi sensivel ao volume de dgua
que passou por cada uma das gazes (r = 0,61, p = 0,004). Para o SVI, a curva de rarefagédo

(na cor azul) chegou préxima a um platd.
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Figura 9. Curvas de rarefacdo de espécies detectadas em analises de eDNA e no SVI do
STP da UHE Belo Monte, Rio Xingu, nas cores vermelho e azul, respectivamente. Linhas
solidas sdo valores médios enquanto os envelopes em vermelho e azul sdo os intervalos
de confianca (95%). Os pontos indicam o total de espécies observado ao longo de 24h,

enguanto a linha tracejada sdo extrapolacGes das curvas.

No que diz respeito a variacdo temporal, observou-se que tanto a riqueza de espécies
detectada pelo eDNA como pelo SVI variaram significativamente ao longo do dia (Figura
10, eDNA: edf = 4,79, Ref.df = 4,98, p < 0,001, Adj R2 = 0,53; SVI: edf = 3,27, Ref.df =
3,90, p = 0,049, Adj R2=0,49 para o SVI). Entretanto, apesar de ambas as técnicas terem
detectado picos de riqueza durante a noite, as estimativas de riqueza do eDNA e do visor

néo estiveram significativamente correlacionadas (t = 1,15, df =9, p = 0,28).
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Figura 10 Variacdo da riqueza de peixes detectada com analises de eDNA (painel
esquerdo) e nos visores (“Count window” — painel central) do STP ao longo de 24h, bem
como a correlacdo entre elas (painel direito). Linhas de tendéncia e intervalos de

confianca foram gerados a partir de modelos aditivos generalizados (GAM).

Houve uma correlacédo fraca e ndo significativa entre as matrizes de comunidade
estimadas pelos métodos de eDNA e SVI (r = 0,17, P = 0,12). Para ambos 0os métodos,
houve variagOes significativas na composicdo de espécies ao longo do dia (Figura 11),
particularmente entre amostras obtidas durante o dia e noite (eDNA: p = 0,05, R2 = 0,52;
SVI: p=0,05, R2 =0,55). A andlise de espécies indicadoras para 0 método eDNA sugere
que duas espécies, Anchoviella jamesi (stat = 0,913, p = 0,0145) e Aphanotorulus
emarginatus (stat = 0,913, p = 0,0148), estiveram significativamente associadas ao
periodo noturno e nenhuma esteve relacionada unicamente ao periodo diurno. Ja em
relacdo ao SVI, ndo foram observadas associacdes significativas entre a ocorréncia de

espécies e os periodos do dia.
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Figura 11. Escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) da composicdo de
espécies detectadas pela anélise do eDNA ao longo de 24h, bem como pelo SVI (“Count

window”’) do STP. Os nimeros indicam o horario de coleta das amostras.

4 DISCUSSAO

O equipamento desenvolvido se mostrou promissor para os estudos de eDNA em
ambientes neotropicais hiperdiversos. Durante 24h, foi coletado material genético de 88
espécies de peixes, 54 com ocorréncia na bacia do Xingu, sendo que 51 foram
identificadas a nivel especifico. Contudo, nossa hipotese nao foi corroborada, e houve
importantes diferencas entre a riqueza e composicdo de peixes avaliada pelo eDNA e

aquela estimada pelo SVI ao longo do monitoramento.

Essas diferencas, bem como o nimero de espécies de teledsteos identificadas pelo
eDNA que ndo pertencem a bacia do rio Xingu (32 de 85), podem ser atribuidas a baixa
representatividade de espécies neotropicais nas bibliotecas genémicas, especialmente as
amazonicas. Dados de junho de 2023 obtidos pela ferramenta GAPeDNA (MARQUES
et al., 2020) indicam que apenas 13% das espécies amazobnicas tém sequéncia de DNA
disponivel usando o gene 12S e o primer Tele02, o que faz dessa regido uma das mais
descobertas do mundo (MARQUES et al., 2020). Pacher et al. (2022) pontuam que 0
sucesso na identificacdo das espécies depende de base de dados genéticas completas e
que estas dependem do conhecimento taxondmico dos grupos — ambos falhos para a
Amazonia. De fato, a auséncia de bibliotecas genémicas robustas é uma das principais
limitacOes atuais para a substituicdo dos monitoramentos tradicionais pelo eDNA
(SHENEKAR et al., 2020; MIYA et al., 2022). Por isso, mesmo com nossa hipétese ndo
tendo sido corroborada, é possivel atestar a capacidade do método desenvolvido em
detectar espécies no ambiente, visto que o nimero de espécies que tiveram seu eDNA
identificadas foi duas vezes maior do que o numero identificado no SVI no mesmo

intervalo de tempo.

Outro fator que pode explicar a baixa similaridade entre os dois métodos comparados
neste estudo é a inespecificidade natural da origem do eDNA. O estudo foi desenvolvido

dentro do STP, 0 que permitiu um relativo controle sobre a amostragem e, especialmente,
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pela existéncia do SVI, um método paralelo, realizado no mesmo tempo e espaco, que foi
utilizado para validar as espécies identificadas. Entretanto, a agua que passa pelo STP é
originaria do reservatodrio principal do Complexo Hidroelétrico de Belo Monte, de onde
parte do material genético de varias espécies identificadas pode ter sido carreado. De fato,
0 método foi capaz de identificar DNA humano, bem como de animais domésticos, como
galinhas. Este resultado deve-se ao uso do reservatorio como como fonte de transporte e
lazer da comunidade da Altamira, bem como ao uso das margens do reservatorio e rio por
comunidades ribeirinhas. Outro dado que reforca essa explicacdo foi o alto nimero de
taxa identificados, ja que, historicamente, 0 nimero de espécies que passaram em um
unico dia no STP, observados no SVI na época da cheia, nunca foi maior do que,
aproximadamente, 40 (NORTE ENERGIA, 2023).

O método apresentado resolve dois dos principais problemas relacionados a coleta
ativa de eDNA: a necessidade de intervengdo humana com materiais dificeis de se obter
em paises em desenvolvimento e o entupimento dos filtros utilizados para reter o DNA
(VERDIER et al., 2022). O método passivo aqui apresentado demanda menos acgdo
humana e as gazes utilizadas apresentam baixo custo, assim como a estrutura necessaria
para manté-los submersos. Além disso, as gazes ndo demonstraram sinal de saturac&o,
uma vez que o numero de espécies foi positivamente e linearmente correlacionado ao
volume de agua que passou pelo equipamento. Nesse sentido, Sd0 necessarios outros
experimentos que aumentem o intervalo de tempo de exposi¢do das gazes para avaliar

uma eventual saturacdo da gaze para reter o material genético a deriva.

O método apresentado foi adequado também para capturar a variacdo nictemeral
observada na passagem de peixes pelo SVI. Embora ndo diretamente correlacionadas,
ambos 0s métodos apresentaram variacdo semelhante da riqueza ao longo do dia. A
passagem de peixes neotropicais por sistemas de transposi¢cdo naturalmente apresenta
variacoes ao longo do dia e das estacOes (e.g. BIZZOTO et al., 2008; FERNANDEZ et
al., 2007), tendo em vista as diferencas na ecologia das espécies que utilizam o sistema.
Por exemplo, para o proprio STP, espécies de Siluriformes foram identificadas
principalmente a noite, enquanto espécies de Gymnontiformes exclusivamente no periodo
noturno; durante o dia, a riqueza foi dominada por Characiformes e algumas espécies
foram tipicas de épocas do ano especificas (NORTE ENERGIA, 2023). Por isso, é

fundamental que o desenho amostral selecionado para coleta passiva de eDNA seja
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estabelecido de forma adequada, com as replicacdes necessarias — seja ao longo do dia
e/ou ao longo dos meses e/ou anos, para ser capaz de responder a questdo
ecoldgica/taxonémica proposta (ZINGER et al., 2019). Outro ponto relevante é a
utilizacdo de varios marcadores moleculares, especialmente para ambientes com grande
riqueza de espécies de peixes. Em que pese 0 gene 12S apresente uma deteccdo de
espécies de teledsteos em mais de 98% quando testadas in silico (TABERLET et al.,
2018), segundo a revisdo de McElroy et al., (2020), o uso de multiplos marcadores
genéticos pode criar bases de dados de referéncia mais populosas e garantir estimativas

robustas de riqueza de espécies para validar ainda mais a abordagem do DNA ambiental.

O método de captura passiva de eDNA aqui apresentado foi o primeiro utilizado para
peixes neotropicais que temos conhecimento e acompanha a tendéncia de
desenvolvimento e avaliacdo de métodos passivos para coleta de eDNA (CHEN et al., no
prelo; JEUEN et al., 2022). Vale citar que, até 2019, ndo havia na literatura descricéo de
métodos passivos para monitoramento de eDNA (TSUJI et al., 2019). Desde entéo,
especialmente em funcéo das dificuldades de utilizacdo dos métodos ativos de filtragem,
foram desenvolvidos experimentos para avaliar a possibilidade de uso de métodos
passivos. Em um dos primeiros, Kirtane et al. (2020) testou dois tipos de materiais
absorventes para amostragem passiva de eDNA em laborat6rio, mesocosmo e em campo,
sugerindo que a coleta ao longo do tempo de forma passiva € melhor que uma amostragem
ativa coletada em um unico instante. Esse estudo pioneiro abriu caminho para diversos
outros experimentos comparando as amostragens ativa e passiva. Por exemplo, Bessey et
al. (2021) demonstraram que os métodos ativos (filtragem) e passivo (submersdo de
membranas especificas) sdo semelhantes para amostragem de ictiofaunas de recifes
temperados; Jeuen et al. (2022), demonstram que o método de filtragem ativo e passivo
também sdo semelhantes, tanto em um mesocosmo controlado, quanto em ambiente
natural. Contudo, diferentes materiais filtrantes obtiveram diferentes eficiéncia, com 0s
materiais mais porosos tendo resultados melhores do que membranas (JEUNEN et al.,
2022); Zang et al. (2024) demonstrou que a amostragem passiva apresentou melhor
resolucéo espacial que a amostragem ativa; e finalmente, Chen et al. (no prelo) obtiveram
resultados ainda mais animadores, pois a comparacéo entre a filtragem ativa e 0 metodo
passivo com fibras de vidro (glass-fiber) demonstraram que ambos 0s métodos tiveram
resultados semelhantes para a riqueza e variagdo espacial de peixes, mas o0 método de

coleta passivo, por absorver o eDNA por um tempo maior, foi mais adequado para
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identificar a presenca de espécies raras e com baixa abundancia. Assim, a partir de toda
a literatura ja existente e com os resultados obtidos neste trabalho, é possivel supor que
ndo seja necessdria uma comparacdo direta entre os métodos ativos e passivos de

amostragem de eDNA em ambiente neotropical.

Todos esses resultados foram obtidos a um custo muito baixo se comparado, por
exemplo, com a prépria analise pelo SVI, que demandou, inicialmente, todo um
investimento em infraestrutura para o posicionamento das grades para direcionamento
dos peixes e dos visores, além das cameras e equipamentos para captura e armazenamento
das imagens. Uma vez implantado, é necessario um grande esforco humano para manter
o sistema em funcionamento e, especialmente, para identificacdo das espécies que foram
registradas nos videos. O equipamento apresentado neste estudo permitiria que a
amostragem fosse realizada por mais tempo e com mais réplicas, com a mesma
quantidade de recursos, o que é fundamental em um contexto que recursos limitados
direcionam as metodologias que devem ser utilizadas para maximizar os resultados
obtidos (CAUGHLAN; OAKLEY, 2001).

Por outro lado, o SVI permite a avaliacdo da abundancia das espécies, estimativa que
ainda ndo esta disponivel com acuracia para o eDNA (THOMSEN et al., 2012). Além
dessa limitacdo, outras duas limitagdes merecem ser observadas: o SVI permite que se
defina a direcdo do movimento do peixe (jusante-montante ou montante-jusante), bem
como restringe sua amostragem ao STP, o que ndo acontece com o eDNA, que, como
discutido acima, possivelmente coletou material genético carreado do reservatério. Ao
mesmo tempo, o avanco e aperfeicoamento das técnicas de PCR quantitativa devem
superar essa restricdo bem breve. Além disso, para ambientes com grande diversidade (>
100 espécies), como é o caso do rio Xingu, embora haja evidéncias que os métodos
tracionais e de eDNA tenham riqueza semelhante, ainda é necessario complementacao
das bibliotecas genémicas, aumento no esforgo de amostragem e utilizacdo de estudos
com varios marcadores, para que sua abordagem seja totalmente validada (MCELROY
et al., 2020).

Nesse sentido, é interessante pontuar que é possivel que o método de eDNA, em um
primeiro momento, ndo substitua 0s monitoramentos tradicionais em ambiente aquético,
mas que ambos sejam usados de forma complementar. Por exemplo, Stat et al. (2018)
demonstraram que a utilizacdo conjunta de eDNA e videos com iscas (BRUV, sigla em
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inglés para Baited Remote Underwater Video) aumentou em mais de 30% a riqueza
estimada, mesmo que, individualmente, o BRUV tenha apresentado melhor performance.
Isso se deve ao fato de que algumas espécies foram identificadas apenas pelo eDNA,

resultado semelhante ao obtido nesse estudo.

As espécies de ambiente aquético, especialmente aquelas de dgua doce, estdo entre
as mais ameacadas do mundo em funcdo das acdes humanas (Dudgeon, 2019). Os
métodos de eDNA tém se mostrado robustos para auxiliar no entendimento da riqueza
existente, informacdo que € essencial para o desenvolvimento de estratégias de
conservagao. Entretanto, para que se possa tornar efetivamente uma ferramenta em prol
da conservacao, a complementacdo das bibliotecas genémicas é necessaria, bem como a
realizacdo de outros estudos para suportar a utilizacdo de gaze como meio absorvente. O
préprio esforco e delineamento amostral deve ser intensificado visto a complexidade e
diversidade de rios tropicais. Essas restricbes ndo se aplicam ao método proposto em si,
mas questdes mais amplas envolvendo a tecnologia do eDNA. Por isso, 0 método aqui
apresentado e validado tem grande potencial para se tornar uma importante ferramenta
para auxiliar na missdo de conservacao da ictiofauna em regiGes remotas e altamente

diversas.
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