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Resumo
Face ao cenario actual, em que a biodiversidade vé se ameacada por distarbios como a ocorréncia

de espécies exdticas invasoras, ameacando a ocorréncia das espécies nativas, por varios factores
como a sobreposicdo de nichos, ocasionado a competicdo com as espécies nativas, 0 que pode
culminar com a reducdo ou extingdo das espécies nativas, e contribuir para o desequilibrio dos
ecossistemas marinhos. A deteccéo pode ser desafiadora no ambiente marinho, por este n&o possuir
barreiras o que torna desafiadora a detengdo e monitoria de espéecies exoticas e nativas e, por vezes,
0s métodos tradicionais podem ser limitados e demorados. Recentemente foi desenvolvida a
técnica do ADN ambiental (eDNA), com o desenvolvimento da técnica de PCR quantitativa
(9gPCR) e dos sequenciadores de nova geracdo. A técnica consiste na identificagdo do organismo
sem que seja necessaria a presenca do organismo, no ambiente em que estdo inseridos deixam
“pegadas” que sdo as suas excregdes. Esta técnica ja foi introduzida em alguns paises da América,
Asia, Europa, e em alguns paises da Africa. Tem sido aplicada na deteccdo de espécies invasoras,
identificacdo de microrganismos do solo, ou da comunidade de organismos em corregos, represas
e ambientes marinhos fazendo o uso de amostras de agua. Os resultados sdo obtidos de maneira
rapida, automatizada, em grandes areas e a riqueza de espécies identificadas é maior do que aquela
obtida quando se usa outro tipo de método. Amostragens em intervalos regulares de tempo
permitem também que seja realizado o monitoramento do ambiente, detectando mudangas como
0 surgimento ou desaparecimento de espéecies ao longo do tempo. Deste modo, o presente trabalho
visa contribuir para o conhecimento desta promissora técnica, tendo em conta o cenario actual
vivido na Baia de Maputo, que refere-se a ocorréncia de espécies exéticas de camardo, esta técnica
promissora poderd auxiliar na detencdo, e no monitoramento destas espécies, que estejam
possivelmente a competir com as especies de camarao nativas de alto valor ecoldgico e econémico,
No entanto sdo necessarias intervencdes para minimizar os possiveis impactos da ocorréncia destas
espécies accoes tais como: (investigacdes, dados de base, plano de monitoramento, plano de gestao
e maneio das espécies exoticas e nativas) para o principal objectivo que é a conservagéo e protecao
das espécies nativas de uma possivel extin¢do a longo prazo, pois este cenario podera ser o inicio
de varios outros distdrbios no ecossistema marinho, pois neste ambiente os efeitos sdo em forma

de cascata.

Palavras-Chave: Ambiente marinho, espécies exoéticas e invasoras, eDNA, detencéo,

monitoramento.
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1. Introducdo

O planeta Terra vive hoje uma das maiores crises da perda da biodiversidade, especialmente nos
paises tropicais detentores de alta diversidade (Wilson, 1997). As invasdes bioldgicas sdo
consideradas uma das maiores causas da perda de biodiversidade e, nas ultimas décadas as
bioinvasdes marinhas tem crescido a um ritmo exponencial, principalmente no que diz respeito a

aspectos ecoldgicos das invasdes biologicas (Rilov e Crooks, 2008).

Apds 20 anos da popularizacdo do termo “Antropoceno” por Gordon Orians, o termo tornou-se
evocativo de uma redistribuicdo global de espécies sem precedentes. Agora a maioria das
paisagens no mundo sdo dominadas por espécies exoticas, devido a sua rapida propagacéo, tanto
a propagacdo de espécies “benéficas” e a propagacdo inadvertida de espécies “pragas” pelo

Homem (Rosenzweig, 2001).

No ano de 1996, Peter Vitousek considerou gque tanto os ecologistas e bidlogos conservacionistas
que trabalham para controlar as invasdes de pragas ndo estavam a levar o problema
suficientemente a sério e apelou a um reconhecimento mais amplo das consequéncias globais das

invasOes para a perda da biodiversidade (Wilcove, 1998).

Desde entdo, tem havido um aumento significativo na énfase dada as espécies invasoras como uma
das principais causas do declinio das espécies, e a invasdo bioldgica é agora considerada uma das

“grandes” questdes ambientais de interesse publico (Wilcove, 1998).

Muitas espécies exoticas sdo introduzidas de forma intencional ou acidental no ambiente marinho,
0 que implica importantes mudancgas na estrutura e no funcionamento dos ecossistemas. Esforcos
devem ser empreendidos para a implementacdo de mecanismos de prevengdo de novas

introducdes, controle e gestdo dos organismos introduzidos (Halle et al., 2023).

Espécies exdticas sdo organismos ou materiais biolégicos (sementes, ovos, esporos, etc) que
tenham entrado acidentalmente ou tenham sido introduzidos em um ambiente onde antes nao
existiam (Barbieri e Melo, 2006; Azevedo et al., 2010).

A introducéo de espécies exdticas com potencial de se tornar invasor é descrita como uma das
principais causas para o declinio e perda da biodiversidade, e nos casos mais graves pode levar a

extin¢do das espécies nativas (Rodriguez et al., 2005; Ates et al., 2013).
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O seu estabelecimento num determinado ambiente pode afectar negativamente a ecologia e a
biologia de diversos organismos nos ecossistemas em causa, podendo ocorrer extirpacao, predacédo

e exclusdo pela competitividade com as espécies nativas (Wilcove, 1998).

Estas espécies impactam de forma significativa, sendo consideradas a segunda maior ameaca aos
ecossistemas, apés a destruicdo dos habitats, afectando directamente as comunidades bioldgicas,

a economia e a satde humana (Wilcove, 1998).

A frequente invasdo de espécies exdticas em ambiente aquatico estad em grande parte associada as
actividades humanas como a introducdo acidental através de &gua de lastro de navios
principalmente com rotas internacionais, incrustacdo em cascos de embarcac¢des que atracam nos
portos, fuga de espécies provenientes da aquacultura mal planeada ou caso de despejo de efluentes
(introducéo voluntaria), pesca desportiva ou para fins ornamentais e atraves das correntes marinhas
(Barbieri e Melo, 2006; Azevedo et al., 2010; Le&o et al., 2011).

O conhecimento ecoldgico preciso da distribuicdo das espécies € um ponto chave para estratégias
de conservacdo, especialmente quando as espécies focais sdo invasoras, ameagadas ou em perigo
(Wilcove, 1998). Este conhecimento é de importancia pois permite que se possa implementar

medidas de contingéncia apropriadas (Wilcove, 1998).

A deteccéo de espécies em ambiente marinho, ndo tem sido facil devido aos ciclos de vida
complexos que 0s organismos apresentam. Nestes ambientes as detencdes sdo geralmente
conduzidas usando os métodos tradicionais como (métodos acusticos, captura manual,

visualizacdo e armadilhas etc) (Thomsen et al., 2012a).

No entanto, os métodos de deteccdo tradicionais podem ter limitacdes logisticas, ser demorado,
dispendiosos, e em alguns casos, invasivos ao meio ambiente (por exemplo, as redes de arrasto)
(Thomsen et al., 2012b).

O surgimento de novas técnicas moleculares fornecem ferramentas inovadoras para detec¢do de
organismos marinhos e aquaticos que podem contornar as limitagfes supracitadas (Taberlet,
2012).

Uma das técnicas praticas e de baixo esforco amostral para confirmar a presenca de espécies

exoticas no ambiente € a de ADN ambiental e € uma forma poderosa de avaliar comunidades
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inteiras e a biodiversidade (NISC, 2022). O eDNA pode ser definido como pequenos fragmentos
de ADN que um organismo liberta em componentes ndo vivos do ecossistema (seja, agua, ar ou
sedimentos) (Herder et al., 2013).

O ADN ambiental (eDNA) demonstra o seu potencial para identificar espécies invasoras, mesmo
quando estas encontram-se em baixas densidades, independentemente do seu estagio de vida e nos
casos mais criticos em que um ou mais caracteres do individuo sdo removidos e fica dificil o seu

reconhecimento em qualquer fase da vida e ao longo do ano (Thomsen et al., 2012a).

A identificacdo precisa de espécies é uma actividade de extrema importancia que pode ser usada
para uma gestdo sustentavel dos recursos, para 0 monitoramento de populagdes, sobretudo as de

valor econémico (Ward, 2000; Beerkircher et al., 2009).

O eDNA representa um método rapido e ndo invasivo, com avancadas tecnologias de
sequenciamento e processamento bioinforméatico, com ampla aplicabilidade taxondmica. Este
demonstra ser uma ferramenta promissora para estudos de biodiversidade, permitindo grandes
progressos em comparacao ou em combinacdo com métodos de amostragem tradicionais (Herder
etal., 2013).

Dependendo da metodologia utilizada, os estudos de eDNA concentram o0s seus esfor¢cos em
espécies Unicas, grupos de espécies ou comunidades inteiras. O método mais acessivel e
economico usado para atingir espéecies unicas € a analise quantitativa da reacdo em cadeia de

polimerase em tempo real (QPCR) (Ficetola et al., 2008).

Ao longo da tltima década, o uso de tecnologias de eDNA na conservacao e gestao de populacbes
animais evoluiu de uma novidade para uma ferramenta valiosa e promissora para pesquisadores e

gestores de recursos (Rees, 2014).

A tecnologia de eDNA pode ser mais eficiente permitindo gastar menos tempo e recursos
financeiros, e pode ultrapassar os desafios associados a captura de espécies raras ou espécies
ameacadas. E em alguns casos o eDNA pode substancialmente gerar mais informacao sobre as
espécies em menos tempo em relacdo aos métodos tradicionais (Taberlet et al., 2012b; Yoccoz,
2012).
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Em Mocambique algumas legislacGes apoiam o combate & espécies exoticas ,através do Decreto
n.% 45/2006 De 30 de Novembro e, através da criacdo de leis tal como: a Lei n.° 5/2017, de 11 de
Maio (estratégia e plano de ac¢do para a conservacdo da diversidade bioldgica de mogambique,
2003).

Mocambique é um pais que localiza-se na costa leste da Africa Austral e com cerca de 2.700 km
de linha costeira, rica em diversidade de recursos marinhos (FAO, 2007) e sdo escassos 0s estudos
sobre as espécies exoticas no ambiente marinho no territério nacional, principalmente relacionados

com a sua monitoria usando eDNA.

Podera a técnica do ADN ambiental auxiliar de forma significativa as investigagdes no ambiente
marinho, face as limitacbes dos métodos tradicionais actualmente utilizados, que de alguma forma
limitam a obtencdo de dados de base para a concepcao de planos de maneio e de conservagdo mais
precisos, para espécies nativas e especialmente para as espécies exoticas invasoras no ambiente

marinho.

Deste modo o objectivo deste trabalho é demonstrar a aplicabilidade da técnica do ADN ambiental
como uma ferramenta promissora na detencéo e no monitoramento de espécies exoticas e nativas
no ambiente marinho, a fim de colher informacao que sera util para as autoridades de maneio, de
modo a desenvolver estratégias para 0 monitoramento das espécies exoticas, bem como obter
informacdo para desenhar um plano de gestdo para as espécies nativas, a fim de evitar danos

futuros, como a perda de espécies de elevada importancia tanto ecologica e econdmica para o pais.

Portanto, o estudo de espécies exdticas é de extrema importancia, devido as caracteristicas
ameacadoras por si apresentadas, conhecer a biologia destas espécies exdticas, a sua distribuicdo
e compreender como estes organismos comportam-se no ecossistema em que estao inseridos, pode
auxiliar significativamente na compreensao de seus impactos, e na tomada de decisdes que ajudem
a poupar o ecossistema dos impactos negativos por si causados, sendo a invasdo de espécies a

segunda maior ameagca para a perda da biodiversidade (Bezeng e Van der Bank, 2019).
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2. Objectivos
2.1. Objectivo geral
» Contribuir para o conhecimento da técnica do ADN ambiental (¢éDNA) como uma
ferramenta promissora na detencdo e no monitoramento de espécies exoticas invasoras

e nativas no ambiente marinho.

2.2. Objectivos especificos
» Caracterizar a técnica do ADN ambiental;
> ldentificar as Vantagens e Desvantagens da técnica do ADN ambiental;
> Descrever o uso da técnica do ADN ambiental na detencdo e no monitoramento de
espécies exoticas e invasoras;
> Descrever o estagio de implementacgéo da técnica do ADN ambiental internacional

e localmente.
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3. Metodologia
O presente trabalho foi concebido com base em pesquisas e levantamento bibliografico, tendo
acesso através de sites crediveis a artigos cientificos, livros e outros tipos de publicagcdes que
estejam diretamente ligados ao tema em alusdo, e que abordem total ou parcialmente o ADN
ambiental e espécies exoéticas ou aspectos directamente ou indirectamente relacionados ao tema.
A procura bibliografica foi feita obedecendo as palavras-chaves em Portugués e Ingles: ADN
ambiental no ambiente marinho, ADN ambiental na detencéo de espécies exoticas, eEDNA AND

Marine environment AND Maputo bay, Environmental DNA AND Exotic species.

3.1. Recolha de dados

Para a presente pesquisa foram usados documentos tais como: Livros, artigos cientificos,
dissertacdes, teses de pds-graduacdo, relatérios cientificos e videos, os quais foram obtidos em
diferentes bases de dados online: Google Académico, ResearchGate, DW, Scielo, Wiley Online
Library, NOAA Ocean Exploration, The Oceanography Society, Elsevier, Oxford Academic,

Frontiers in Marine Science.

Dentro dos termos de pesquisa, as principais palavras-chave foram: ADN ambiental no ambiente
marinho, ADN ambiental na detencdo de espécies exdticas, eDNA AND Marine environment
AND Maputo bay, Environmental DNA AND Exotic species, eEDNA AND Marine Science.

3.2. Seleccédo de dados

Depois da recolha dos dados, seguiu-se a fase de pré-selecgdo, onde os estudos encontrados foram
analisados conforme as palavras chave: ADN ambiental, Espécies exoéticas, Ecologia Marinha,
Monitoramento, Detengdo de espécies. Tendo sido compilados os resultados que correspondiam
aos termos sobre a aplicacdo da técnica do eDNA no ambiente marinho, para a detec¢cdo e

monitoramento de espécies invasoras e nativas.
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3.2.1. Critérios de inclusdo

Os critérios de incluséo incluiam:

e Estudos que foram publicados em periddicos cientificos revisados por pares;

e Nd&o foi estabelecido um intervalo de tempo para a inclusdo dos artigos selecionados,
devido a uma ligeira escassez de publicacfes directamente relacionadas ao tema;

e Estudos que discutem o uso do ADN ambiental;

e Estudos que demonstram a aplicabilidade da técnica na detencao de espécies-alvo;

e Estudos que serviram de base de dados para aplicacdo de planos de maneio, a partir do
eDNA,;

e Estudos que relacionam o uso do eDNA e espécies exaticas;

e Estudos que descrevem como usar as ferramentas de eDNA ;

e Estudos que abordam parcial ou totalmente o tema em alusdo.

3.3.3. Critérios de Exclusao
Os critérios de exclusdo excluiam:

e InformacGes ndo relevantes e de fontes ndo crediveis;

e Que ndo abordam de forma clara 0 eDNA,;

e Que ndo possuem relagdes directas com o tema.
3.4. Estudos selecionados
Ap0s a seleccdo dos estudos elegiveis para o presente estudo, fez-se um levantamento para cada
estudo cientifico identificado, das seguintes informac@es: Aplicacdo do ADN ambiental no
ambiente marinho, Uso do ADN ambiental na detencéo e monitoramento de espécies, Rela¢do do

eDNA com os métodos tradicionais.
3.5. Resultados3.5.1. Estudos identificados

Foram identificados 79 estudos cientificos no total. Todos foram identificados por meio de
pesquisa em diferentes bases de dados como: Google Académico, ResearchGate, DW, Scielo,
Wiley Online Library, NOAA Ocean Exploration, The Oceanography Society, Elsevier, Oxford
Academic, Frontiers in Marine Science. Foram excluidos 18 estudos devido a falta de correlacdo

especifica com o tema em em aluséo.
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4. Capitulo 1: Caracterizacao da técnica do ADN ambiental (eDNA)

4.1. O que é o ADN ambiental (eDNA).
ADN ambiental (eDNA) ou Acido desoxirribonucleico ambiental é o termo empregue para a
definicdo do &cido desoxirribonucleico (ADN) que pode ser detectado em uma amostra colhida no
ambiente (&gua, solo e ar ect.), sem contudo necesséria a presenca fisica do organismo (tecido,

sangue etc..) (Ficetola et al., 2008).

Durante o ciclo de vida dos animais, estes passam por renovacgdes celulares em todos os sistemas,
com a senescéncia das células que por sua vez sdo eliminadas durante os processos fisiol6gicos
como: urina, fezes, descamacdo epidérmica, etc. Estas células mortas séo eliminadas e, sdo
libertadas no ambiente, e podem fornecer informacGes sobre os organismos que l& ocorrem
(Ficetola et al., 2008; Rees, 2014).

O écido desoxirribonucleico (ADN), armazena informacdo genética de todos organismos Vvivos,
estd presente em alguns virus, no interior das células de todos os organismos vivos (ADN
intracelular) e também pode estar presente fora das células, onde ndo esta protegido por uma
membrana plasmatica (ADN extracelular). Deste modo, quando o ADN desses tecidos € libertado
no ambiente é denominado como ADN ambiental ou simplesmente (eDNA) (Levy-Booth et al.,
2007; Taberlet et al., 2012).

Quando ocorre a libertacdo do ADN extracelular no ambiente, este pode ter trés destinos: 1- Pode
ser incorporado a um genoma microbiano como uma fonte de informacdo por recombinagéo; 2-
pode ser degradado por agentes microbianos e finalmente serem usadas como nutrientes para as
plantas ou para o crescimento microbiano; 3- Ou este ADN extracelular pode persistir no ambiente
(Ficetola et al., 2008).

As amostras de eDNA podem fornecer dados derivados das analises moleculares para apoiar
pesquisas nas areas de paleontologia, ecologia e biologia de conservacdo (Thomsen et al., 2015).
Estas analises moleculares permitem a detec¢do de espécies de vida livre, terrestres, aquéticas e
marinhas (Rees, 2014; Jerde et al., 2011) com potenciais aplicacdes em programas de conservacao
deteccdo e monitoramento de espécies criticamente ameacadas, espécies invasoras, e a
quantificacdo de organismos principalmente quando métodos tradicionais de colecta séo
inadequados (Darling, 2011; Jerde, 2011; Takahara et al., 2012).
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4.2. Histéria do ADN ambiental

A técnica do eDNA é comumente percebida como um “método moderno”, no entanto esta técnica
é utilizada desde os meados da década de 80, onde esta técnica foi empregue para a deteccdo de
comunidades bacterianas em sedimentos marinhos (Ogram, Sayler, e Barkay, 1987). E na década
de 1990, a técnica de eDNA foi mais uma vez empregue para monitorar a proliferacdo de
fitoplancton e avaliar mudangas na biomassa de comunidades bacterianas (Bailiff e Karl 1991,
Paul et al., 1996).

Neste periodo, o tamanho das particulas é que determinava a classificacdo do (eDNA). Deste
modo, o (eDNA) encontrado em agregados maiores que 0,2 pum associados as células foi
denominado ADN particulado ou (P-DNA), enquanto que o eDNA menor que esse tamanho foi
considerado ADN dissolvido ou (D-DNA) (Paulo et al., 1996). O uso da técnica do ADN
ambiental tem como objectivo detectar a presenca de espécies no ambiente atraves de amostras

coletadas no ambiente como a &gua, neve, solo ou sedimentos (Paul et al., 1996).

A primeira publicacdo relacionada a aplicacdo do eDNA como ferramenta de deteccdo de
organismos ameacados foi em 2011 por Goldberg, Pilliod, Arkle, e Waits, 2011. Neste estudo, 0s
pesquisadores exploraram o efeito sazonal na deteccdo de eDNA de anfibios. No mesmo ano, foi
publicado o primeiro estudo sobre a persisténcia de eDNA de espécies de anfibios que habitam

nos ecossistemas de agua doce por (Dejean et al., 2011).

No ambiente marinho as primeiras pesquisas foram conduzidas por Foote et al., (2012a) onde estes
usaram a técnica do eDNA na deteccdo e no monitoramento genético de mamiferos marinhos, e

Thomsen et al., (2012b) usou 0 eDNA para estimar a biodiversidade de peixes marinhos.

As primeiras revisdes do eDNA também ocorreram em 2012 (Taberlet et al., 2012a; Yaccoz,
2012). Artigos relacionados a metodologias que tentam fazer aproximacdes entre biomassa de
peixes, abundéncia e probabilidade de detec¢cdo de eDNA foram de igual modo publicados durante
0 mesmo periodo por Dejean (2011) (Takahara et al., 2018). A ecologia molecular permitiu-nos
revelar com mais detalhes processos anteriormente pouco conhecidos, facilitando o
monitoramento da diversidade genética, funcdo do ecossistema, conectividade entre habitats,

oscilagbes no fluxo de energia e satde do ecossistema (Volckaert et al., 2008).
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Nos ultimos 25 anos o desenvolvimento de técnicas moleculares tem sido bem recebido tanto entre
biologos e ecologistas marinhos, pois estas tecnicas moleculares tem permitido grandes avancos
nas areas de biologia, ecologia marinha e pescas, que por muito tempo permaneceram N0 Mesmo
lugar (estaticas), por exemplo o conceito de stock pesqueiro nas pescarias, interacdes entre
organismos, teias ou redes alimentares, ciclos biogeogquimicos no oceano, marés vermelhas, efeitos
ecologia de microbianos, efeitos em cascata, estabilidade de nicho, produtividade priméria e fluxo
génico ou conectividade entre ecossistemas, comunidades e populacdes (Taberlet et al., 2012;
Yoccoz, 2012).

A aplicacdo de técnicas moleculares em estudos de ecologia e biologia marinha comegou na
década de 1960. Nestes estudos os pesquisadores exploraram variantes eletroforéticas da mesma
enzima para caracterizar individuos de uma mesma populacao (anélise isoenzimatica) e conhecer

a resposta e/ou capacidade adaptativa em populac6es de peixes (Yoccoz, 2012).

No ano de 1970, prosseguiu-se com a importante etapa no desenvolvimento da Ecologia Molecular
Marinha, o inicio do sequenciamento Sanger. Com o desenvolvimento deste método, diferencas
populacionais entre individuos, espécies e populacdes puderam ser inferidas com melhor resolugédo

com base em uma determinada sequéncia de ADN (Bailiff e Karl 1991).

Inimeras aplicacGes de eDNA podem ser usadas nas areas de ecologia marinha e biologia da
conservacao, e estas aplicacdes incluem: a analise forense de ADN de vida selvagem, deteccéo de
espécies e/ou populacBes cripticas e ameacadas de extincdo, deteccdo de espécies aquéticas
invasoras (AIS), avaliacdo de biodiversidade e comunidade, dindmica populacional, satde do
ecossistema, interacdes troficas, estudos dietéticos e padrdes historicos de distribuicdo das
espécies. Abaixo estd uma breve sinopse de cada uma dessas aplicagdes daremos mais énfase a

deteccdo de espécies exoticas e a saude do ecossistema:

I.  Deteccédo de espécies invasoras: O uso de ferramentas moleculares para detectar espécies
invasoras tem aumentado nos ultimos tempos. O desenvolvimento de marcadores
moleculares especificos para as espécies-alvo fornece uma nova ferramenta para gestores
de conservacdo que buscam monitorar. Deste modo, o uso do eDNA fornece a
possibilidade de confirmar a presenca de espécies invasoras em horas ou dias em vez de
semanas ou meses, 0 que permite que os gestores atuem rapidamente para minimizar a

dispersdo e assentamento do invasor (Darling e Mahon, 2011). Além disso, o uso de eDNA
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na deteccdo de espécies exdticas invasoras pode fornecer pistas para determinar a origem

da introducéo e possiveis rotas de invaséo.

II. Saude do ecossistema: A presenca de espécies invasoras, bem como de agentes
patogénicos introduzidos (virais ou fungicos), pode ter graves impactos demogréaficos e
genéticos nas populacdes nativas (Blanc, 2001). Ao aplicar o eDNA para monitorar
espécies invasoras, 0s gestores podem monitorar indirectamente a satde do ecossistema.
Além disso, 0 uso do eDNA para monitorar mudancas na composi¢do da comunidade e
reducBes no numero de espécies a diversidade também pode servir como proxy para avaliar
a saude do ecossistema. Mais especificamente, as mudancas na diversidade de espécies
podem influenciar a dindmica geral do ecossistema, direta ou indiretamente, reduzindo a
qualidade da &gua, alterando a dindmica dos nutrientes, Deste modo 0 eDNA pode ser uma
ferramenta interessante para futuras tomadas de decisdes baseadas em riscos de recursos

naturais ou avaliacOes de impacto ambiental (Takahara, et al., 2018).

4.3. e DNA no mar

Oceanos e mares formam o0s maiores corpos de agua na terra, o que torna os ambientes marinhos
e 0s ambientes aquaticos mais desafiadores para a aplicacdo do método eDNA. Isto deve-se ao
facto de existir uma extrema relacéo entre volume da dgua e biomassa, aos efeitos das correntes e
da ac¢éo das ondas na dispersao e diluicdo do eDNA e ao impacto da salinidade na preservacao e
extracdo do eDNA (Thomsen et al., 2012b).

No ambiente marinho varios estudos foram conduzidos visando 0s organismos microbianos (por
exemplo, Preston et al., 2011; Sogin et al., 2006; Venter et al., 2004), ou em fases larvais de
macroorganismos (Jones et al., 2008). Para macrorganismos, alguns estudos foram conduzidos em
ambientes marinhos, um deles detectou a presenca de 15 espécies de peixes com eDNA ao longo

da costa da Dinamarca (Thomsen et al., 2012b).

O numero de espécies detectadas foi comparado com o numero obtido usando os métodos
tradicionais, porém a composicdo exata das espécies no local amostrado era desconhecida e por
isso ndo se sabe quantas espécies foram perdidas. Outros estudos focaram em focena (Phocoena
phocoena) usando o método eDNA em ambientes marinhos. Dentro de um recinto eles tiveram

sucesso, mas em mar aberto o eDNA sO conseguiu detectar em 1 de 5 locais onde foram
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encontrados usando o método acustico. Estes resultados mostram que a aplicacdo bem-sucedida
do eDNA em ambientes marinhos € um desafio. Em simultaneo, mostram o potencial do eDNA se
forem desenvolvidas estratégias de amostragem mais adequadas, (por exemplo, filtrando maiores

volumes de agua) (Foote et al., 2012)

4.4. Persisténcia em diferentes ambientes

A persisténcia do ADN ambiental é definida como a continuacéo de fragmentos do ADN libertado
no ambiente pelo organismo (Dejean et al., 2011). Este ADN libertado no ambiente, pode ser
transformado, incorporado ou degradado por factores bidticos e abi6ticos ou pode persistir, ser

absorvido em particulas organicas ou inorganicas (Levy-Booth et al., 2007).

A persisténcia do ADN esta relacionada com a densidade da espécie, o tamanho do corpo, a sua
actividade no ambiente, mudanc¢as no tamanho, comportamento, estagio de desenvolvimento e a
proporcéo entre as quantidades de ADN libertado e degradado pelas espécies no ambiente podem
afectar a quantidade de ADN disponivel em escala local (Thomsen et al., 2012a). A detec¢do de
ADN reduz com o tempo, uma vez que a fonte de ADN é removida do ambiente (Dejean et al.,
2011).

Outros factores bidticos, como concentracdes bacterianas e fungicas, o corpo de agua e suas
caracteristicas, e as condi¢cBes ambientais externas, sdo algumas das razdes para os resultados
variados da analise de eDNA (Dejean et al., 2011). Factores abioticos incluem: temperatura, pH,
condutividade, radiacdo UV, actividade de nuclease, mudancas no clima, taxa de fluxo de &gua,
alta precipitacdo ou seca, e distancia entre as amostras coletadas. A distancia percorrida pelo ADN
ambiental é proporcional as taxas de fluxo do rio e as correntes, porém aumenta a degradacéo do
mesmo (Matthew et al., 2014).

O clima altera algumas caracteristicas dos cursos de agua: a alta pluviosidade induz um efeito de
diluicdo do eDNA (Buxton et al., 2017b; Harper et al., 2019), enquanto a seca cria baixos niveis
de 4gua que podem, levar a uma menor deteccdo de espécies (Deiner et al., 2016; Sales et al.,
2019). Outros fatores abioticos relacionados ao sistema que também podem afectar a persisténcia
incluem: vazdo, correntes, oscilacdes de maré, tipo de sedimento e salinidade (Corinaldesi, et al.,
2008).
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Vaérias pesquisas foram conduzidas para avaliar a persisténcia do ADN, em diferentes tipos de
ambiente (marinhos, de agua doce e terrestres) e em diferentes substratos (dgua, solos e
sedimentos). Em ambientes marinhos e de agua doce, a persisténcia do eDNA variou

consideravelmente entre os estudos, variando de algumas horas, até um més (Dejean et al., 2011).

De igual modo foi demonstrado que a persisténcia do eDNA pode oscilar dentro da coluna de agua.
Matsui et al (2001) observaram uma maior degradacdo do ADN no epilimnio (a camada superior,
mais quente, exposto a radiacdo UV) do que no hipolimnio (a camada inferior, mais fria). Em
aguas correntes, a persisténcia do eDNA é ainda menor do que em sistemas marinhos (Dejean et
al., 2011).

No estudo de Pilliod et al (2014) demonstraram que 0 eDNA pode ser detectado apenas durante
uma hora ap0s a remocao da espécie em aguas correntes. Este curto tempo de deteccao deve-se ao
corrente fluxo da &gua que causa a diluicdo do eDNA, e ndo necessariamente a degradacdo do
ADN, que é uma variavel importante quando se trata de sistemas de agua corrente. Para 0 uso
pratico em sistemas de alerta precoce de detec¢do de espécies invasoras, as diferencas medidas na
persisténcia na dgua sdo de pouca relevancia, visto que o método produz resultados rapidos para

garantir a presenca recente das espécies-alvo.

Vérias ordens de grandeza interferem na persisténcia do eDNA, o que reflete as condicbes
ambientais as quais o ADN ¢ preservado. Em geral, condi¢bes frias e secas retardam
consideravelmente a degradacdo do ADN, enquanto condi¢Bes quentes e humidas facilitam
rapidamente a degradacdo, a maneira mais eficiente € filtrar a &gua a ser estudada e logo apds a
filtracdo o filtro deve ser armazenado a -20°C. Deste modo, a filtracdo da agua deve ser feita o

mais rapido possivel apos a coleta (Willerslev e Cooper 2005).

Pesquisas recentes foram conduzidas removendo o organismo alvo de um ambiente aquéatico
controlado e logo apés a persisténcia do ADN alvo foi monitorado ao longo do tempo. As taxas
de degradacéo observadas dependem de como o experimento foi conduzido. Por exemplo, eDNA
de peixes manteve uma probabilidade de deteccdo acima de 5% por 17 dias em pequenos

reservatorios (Dejean, 2011).

Em uma experiéncia realizada com peixes marinhos colocados em um aquario de agua salgada, a

quantidade de eDNA reduziu exponencialmente e foi reduzido abaixo do limite de detecgédo da
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gPCR (PCR quantitativa) em menos de 24 horas para a espécie Platichthys flesus e para a espécie
Gasterosteus aculeatus o ADN foi abaixo do detectavel apds aproximadamente 7 dias (Thomsen
etal., 2012).

Na Nova Zelandia foi conduzido um experimento com caramujos (Potamopyrgus antipodarum),
onde 0 eDNA foi detectavel durante 21 dias (Goldberg et al, 2013).

Publicagdes recentes sugeriram que factores temporais como as migragdes sazonais devem de
igual modo ser considerados na persisténcia de eDNA e na detec¢do do mesmo (Barnes e Turner
2016; Thomsen e Willerslev 2015).

Spear (2015) encontrou uma forte correlacdo entre aumento do eDNA durante a época de
reproducdo em comparagao com outras pesquisas. De igual modo, Goldberg (2011) encontrou uma
variacao sazonal na deteccdo de eDNA de dois anfibios de riachos e atribuiram isso a mudancas
sazonais especificas da espécie na abundancia. Sao necessarias futuras pesquisas sobre 0s aspectos
temporais e espaciais do eDNA em varias espécies e habitats, isto ira auxiliar no incrementar a
aplicacdo do método de eDNA a conservacdo e monitoria de espécies (Thomsen e Willerslev
2015).

De forma caracteristica as amostras de eDNA, apresentam uma significativa quantidade de ADN
degradado ou fragmentado, sdo escassos estudos que explicam como ocorre a degradagdo do
eDNA, e quais as taxas de degradacdo e como os factores ambientais impactam nesse processo,
pois se ndo soubermos explicar como a degradacdo do eDNA ocorre quando exposto ao ambiente,
sera desafiador afirmar se 0 ADN detectado no ambiente representa um material genético fresco
de um organismo que ocupou uma area recentemente ou se 0 ADN pertence a outro organismo

que esteve na mesma area ha mais tempo (Eichmiller et al, 2016).

4.5. Validagéo da técnica do ADN ambiental

Apesar da técnica permitir detectar a presenca da espécie alvo sem muito esforco amostral é
importante confirmar a presenca da espécie fazendo o uso de métodos tradicionais antes que se
colha a amostra, pois é a partir desta validacdo que se confirma a ocorréncia da espécie-alvo nos
locais onde as amostras serdo colhidas, e deste modo se pode comparar os resultados da validacédo

com os resultados obtidos através da técnica do eDNA (Darling, 2019; Alex et al., 2021).
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Adoptar unicamente a técnica do eDNA sem a validacéo pode fazer cair em um erro falso positivo
ou falso negativo. E importante usar os métodos tradicionais para confirmar a ocorréncia da

espécie-alvo, métodos tradicionais como a captura e visualizacéo (Darling, 2019).

4.6. Factores que influenciam a qualidades da técnica do eDNA

Apds a morte das células, da-se inicio a degradacdo do ADN, por factores como: nucleases

endogenas, &gua, radiacdo UV e a acdo de bactérias e fungos no ambiente (Shapiro, 2008).

O principal factor que influencia na quantidade de ADN no ambiente é a nuclease enddgena.
Endonucleases sdo enzimas que tornam os acidos nucléicos em fragmentos menores. Além disso,
a ruptura da estrutura celular ira libertar ADN e fluidos celulares no meio ambiente. Este processo
estimulara o crescimento de microrganismos, uma vez que as condi¢fes favorecem e levara a uma

maior degradacdo do ADN pelas suas DNases exdgenas (Willerslev e Cooper, 2005).

Os microrganismos aproveitam as pequenas particulas de ADN como fonte de nutrientes, que por
sua vez as mesmas incorporam (carbono, nitrogénio e fosforo), e de igual modo, estas usam para
reparar danos no seu proprio ADN (Chen e Dubnau, 2004). Em contra-partida, as baixas
temperaturas podem inactivar ou retardar a ac¢do de endonucleases e microrganismos, 0 que

permitira a preservacao do ADN (Zhu, 2006).

Por outro lado, a oxidacdo do ADN pode causar alteragdes nas bases do ADN pela interacéo directa
da radiacdo ionizante com o ADN e pela interacdo do ADN com radicais livres na adgua, criados
pela radiacdo ionizante. A radiagdo UV é responsavel por causar a oxida¢do do material genético.
A radiacdo UV pode romper as ligaces dos pares de bases do ADN e lesdes de pirimidina dimérica

do ADN, como consequéncia da absorcéo directa dos fétons UVB pelo ADN (Shapiro, 2008).

Pilliod et al. (2014) investigou o efeito da radiagdo UV na detectabilidade do eDNA, os resultados
demonstraram que para amostras expostas ao sol a chance de deteccdo era baixa ap6s 8 dias, porém
em amostras armazenadas no escuro apos 11 e 18 dias, foi possivel detectar o eDNA, o que

demonstra o efeito direto da radiacdo UV sobre o eDNA.

Uma outra fonte de danos para o material genético séo as ligacGes cruzadas entre cadeias que sao
causadas por diversos agentes ambientais. As ligacdes cruzadas influenciam a acessibilidade as

ADN-polimerases e evitam a separacdo da cadeia de ADN, o que bloqueia a replicacdo do ADN
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e como consequéncia, a amplificagdo do ADN extraido de uma amostra ambiental (agua, solo,

etc.) € evitada e a espécie nao sera detectada (Shapiro, 2008).

A reducdo da detectibilidade do ADN na coluna da agua pode ser causada pela absorcdo de ADN
pela matéria organica e sedimentos na dgua. Alguns pesquisadores como Corinaldesi et al. (2008)
pesquisaram quais factores ambientais (temperatura, salinidade, cargas de matéria organica ou
potenciais redox) poderiam afetar os danos ao ADN extracelular e suas taxas de degradacdo em
varios sedimentos marinhos. Os resultados demonstraram que as taxas de danos ao ADN
extracelular ndo dependiam unicamente de um fator, porém de uma interacdo entre os variados
factores (Deere et al., 1996).

Futuros conhecimentos dos possiveis factores que influenciam a quantidade de eDNA nos
ambientes permitira o calculo de estimativas quanto ao destino do eDNA em ambientes onde a

persisténcia do ADN ainda nao foi testada (Herder et al., 2013).

A distancia percorrida pelo ADN na agua depende da persisténcia do mesmo e das taxas de fluxo
da &gua. Para os oceanos, calculou-se que, teoricamente, que o ADN poderia mover-se 40 a 600
km antes de ser degradado para além da detectabilidade (Thomsen et al., 2012b). Porém, como
consequéncia da diluicdo continua, a probabilidade de deteccdo de eDNA em aguas marinhas
provavelmente diminuira rapidamente com a distancia da sua fonte, tornando a recuperacgéo de

ADN de origem local muito desafiadora (Herder et al., 2013).

Foi conduzido um experimento nos Estados Unidos, para avaliar a influéncia da distancia na
detectabilidade do eDNA, 5 salamandras foram colocadas em uma gaiola em um riacho e amostras
de eDNA foram colectadas a uma distancias de 5 e 50 metros. As amostras colectadas a uma
distancia de 5 metros foram todas positivas, e para as amostras colhidas a 50m nenhum eDNA. A
significativa distancia (50m) da fonte e o aumento da dilui¢do resultante foram dados como a

explicagéo para os resultados negativos (Pillioad et al., 2014).

Certamente, pesquisadores presumem que 0 uso de amostras de &gua do mar para anélise de eDNA
sera provavelmente mais dificil e desafiador do que o uso de agua doce, isto devido ao maior corpo
de &gua de origem, a accéo de factores como: forte mare e a agdo das correntes, causarao a dilui¢do
e dispersdo do eDNA, e a salinidade que pode inibir a PCR (Herder et al., 2013).
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Vérias pesquisas de eDNA usam um gene mitocondrial como marcador, existem apenas duas
copias de ADN nuclear por cada célula contra milhares de copias de ADN mitocondrial (ntDNA).
Este elevado nimero de copias eleva a probabilidade de deteccdo do ADN em amostras
degradadas, tais como amostras ambientais. Contudo, alguns genes mitocondriais (por exemplo,
citocromo oxidase I, citocromo b, regido controle) apresentam uma taxa evolutiva, o que os torna
mais apropriados para a identificacdo de espécies com base na variacdo genética (Herder et al.,
2013).

Entretanto, apesar das vantagens do uso do ADN mitocondrial (mtDNA), este apresenta de igual
modo algumas desvantagens: com excepcdo de alguns casos raros 0 mtDNA é geralmente herdado
pela mae, o que torna impossivel a identificacdo de organismos hibridos no ambiente, mas permite
apenas determinar a espécie materna do organismo. E importante considerar esta limitagdo
principalmente nos casos em que trata-se de uma espécie invasora hibrida com uma espécie nativa
(Giles et al., 1980).

A alta frequéncia de degradacdo do eDNA limita o tamanho da particula a exceder 150 pb. O que
pode resultar em um fragmento que ndo possui informacgdo genética suficiente para permitir a
deteccdo da espécie-alvo, porém pode-se recorrer ao mini-barcoding que permite o uso de

fragmentos menores. (Levy-Booth et al., 2007).

4.7. Vantagens da técnica do ADN ambiental

» Alta probabilidade de deteccéo

Diversos estudos tiveram maior probabilidade de deteccdo usando o eDNA em compara¢cdo com
0 uso dos métodos tradicionais de detecgdo e identificacdo de espécies no ambiente, por exemplo:
Arrasto (Dejean et al., 2012; Herder et al., 2013b (Jerde et al., 2011).

A deteccao de espécies fazendo o uso do método de eDNA, demonstra uma maior vantagem em
comparacdo com os métodos tradicionais, apesar de ndo ser aplicavel para todas as espécies, este
método pode ser especialmente eficaz para espécies raras, secretas, e ndo nativas (Van Delft e
Creemers 2013).

A técnica do eDNA é altamente aplicavel para uso em pesquisas e monitoramento de espécies
invasoras, especialmente para sistemas de alerta precoce e inventarios, e para monitorar 0 Sucesso

dos esforcgos de erradicacdo. Entretanto, deve-se considerar que a detec¢do difere de espécies para
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espécie e de igual modo para os habitats. A maior chance de deteccao é que os resultados negativos
(a conclusdo de que uma espécie esta ausente) sdo mais fidveis com o eDNA do que com 0s
métodos tradicionais. (Van Delft e Creemers, 2013; Van Delft e Herder, 2013)

100% eDNA
® traditional
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0%
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Figura 1: A figura demonstra de forma esquematica a vantagem da maior chance de deteccéao
fazendo o uso da tecnica de eDNA representado pela cor laranja, que demonstra uma alta
percentagem de deteccdo de espécies em baixa densidade no ambiente em comparacdo aos
métodos tradicionais representado pela cor verde que reduz o seu poder de detencdo com a reducgéo

da densidade populacional. (desenhado por Darling e Mahon, 2011).
» Eficiéncia de custos

A técnica do eDNA pode significativamente ser mais barata e consumir menos tempo em relacao
aos métodos tradicionais, quando trata-se especialmente de espécies raras, e exdticas invasoras
(Herder et al., 2013).

» Especificidade da espécie

A identificacdo acurada de espécie € de extrema importancia na ciéncia, e 0 uso de conhecimento
taxonomico por vezes esta sujeito a erros e 0 conhecimento taxonomico tem se tornando cada vez
mais escasso, 0 que aumenta a necessidade de uso de novas abordagens. Deste modo a técnica de
eDNA, é uma das promissoras abordagens. Se os primers desenhados para utilizacdo tiverem sido

validados e forem tomadas precaugdes para um controlo de qualidade adequado, entdo a
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identificacdo das espécies é confirmada por primers especificos da espécie. Embora seja
indispensavel, nestes casos, ndo sdo necessarios conhecimentos taxondmicos adicionais e podem

ser evitados erros de identificagdo (Van Delft e Herder, 2013).
» Maior resolucéo taxonémica

A identificacdo de espécies tendo como base caracteristicas morfologicas pode ser desafiadora ou
impossivel dependendo do nivel de espécie para muitos taxons. (Exemplo: ovos, formas juvenis e
sub-adultos, ja que a maioria das chaves de identificacdo se concentra em espécimes adultos.
Nestes casos, 0s métodos convencionais tém resolucdo taxondmica limitada, em alguns casos
restrita a identificacdo ao nivel do género ou da familia. A identificacdo baseada em ADN,
dependendo dos iniciadores utilizados, pode muitas vezes fornecer maior resolugéo taxondmica
do que os métodos convencionais, distinguindo assim entre espécies que nao podem ser alcancadas

com base em caracteristicas morfoldgicas (Jerde et al., 2011).
» Aplicavel em diversos tipos de agua

Os métodos tradicionais geralmente tém limitac6es na sua aplicacdo em diferentes tipos de agua.
(Por exemplo: aguas com vegetacdo densa sdo extremamente dificeis de monitorar, uma vez que
as redes ndo podem ser utilizadas. O método eDNA ndo é afectado por estas limitagcdes e pode ser
especialmente util em situacdes onde os métodos convencionais falham. Além disso, aamostragem
de eDNA pode ser realizada a qualquer hora do dia e em periodos do ano em que as espécies ndo
podem ser monitoradas com métodos tradicionais, enquanto que alguns métodos tradicionais séo

restritos a determinados periodos e épocas do ano (Bijkerk et al., 2013).
» Nao invasivo

A técnica do ADN ambiental ndo é invasiva. Nesta técnica 0s organismos ndo precisam ser
capturados para detectar a sua presenca, e 0s habitats sdo intactos pela amostragem. Esta é
significativamente uma vantagem sobre os métodos tradicionais, que podem causar estresse aos
organismos-alvo e qualquer captura acidental ndo intencional. Além disso, 0s méetodos tradicionais
podem ser destrutivos para os habitats (por exemplo, pesca de arrasto (Jones, 1992) ou pesca
intensiva com redes em areas de vegetacdo aquatica fragil e rara). Como as espécies ndo tém de
ser capturadas, ndo ha necessidade de autorizacdo especial para 0 manuseamento de espécies

(protegidas), como acontece com as abordagens tradicionais (Bijkerk et al., 2013).
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» Reducéo do risco de propagacdo de espécies invasoras e doencas

Com a técnica do ADN ambiental, varias precaucGes sdo tomadas a fim de evitar contaminacoes.
Isto auxilia na reducdo do risco de translocacBes ndo intencionais de espécies exdticas invasoras
ou transmissao de agentes patogénicos para novas areas, ou fragmentos viaveis de espécies de
plantas exdticas invasoras, como a cultura pantanosa australiana (Crassula helmsii), poderiam ser

potencialmente transportados e introduzidos através de redes (Jones, 1992).

4.5. Desvantagens da técnica do ADN ambiental

» Quantificacéo

A relacdo entre a densidade de uma espécie e a quantidade de eDNA que ela liberta em seu
ambiente foi comprovada em varios experimentos em aquarios e mesocosmos (Takahara et al.,
2012; Thomsen et al., 2012a). No entanto, em condigdes de campo existem muitos factores
diferentes que podem influenciar na persisténcia e diluicdo do eDNA. Como o eDNA ¢é
frequentemente distribuido de forma irregular no ambiente, a estratégia de amostragem também
pode influenciar fortemente a quantidade de ADN encontrada nas amostras. Portanto, 0 eDNA sé
pode oferecer algumas indicagfes das tendéncias nas densidades actualmente. Deve-se notar que
0s metodos tradicionais muitas vezes também ndo sdo adequados para boas estimativas de

densidades.
» Fases da vida, estrutura demografica ou fecundidade populacional

A técnica do ADN ambiental pode detectar a presenca ou auséncia de espécies apenas. Entretanto
com os métodos tradicionais, podem ser recolhidas informagGes sobre as fases da vida, a estrutura
demogréfica da populacdo, a fecundidade ou a salde das espécies-alvo. Esta pode ser uma
limitagdo importante se for necesséria informacao adicional, por exemplo, o sucesso reprodutivo
de uma espécie. Para as espécies exdticas invasoras é especialmente importante saber se esta a
reproduzir-se (Wada et al., 2020).

» Envolvimento na conservacao da natureza

Usar a técnica do ADN ambiental, as proprias espécies ndo precisam ser observadas para detectar

sua presenga. Isto traz o risco de que, se 0 eDNA se tornar o Unico método aplicado, as espécies
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podem se tornar apenas um nimero na administracdo dos governos e das ONG, perdendo assim o
apoio a sua conservagdo. Aumentar a compreensao e até mesmo as associacdes emocionais das
espécies, mostrando-as ao publico em geral, é crucial para uma conservacao bem-sucedida a longo
prazo (Jerde et al., 2011).

> Conhecimento colateral

A técnica do ADN ambiental é tdo eficiente e tdo especifica, que normalmente néo seré recolhida
qualquer informacao para além do simples conhecimento sobre a presenca ou auséncia da espécie-
alvo (abordagem especifica da espécie) ou do grupo-alvo (abordagem multiespecifica). Isto
contrasta com os metodos tradicionais que requerem extensas visitas de campo. Com a utilizacéo
de redes de imersdo, (por exemplo, sdo encontradas espécies inesperadas, escassas ou de outro
modo relevantes). Com métodos tradicionais, 0s animais sdo manuseados, permitindo ao
pesquisador de campo observar sua condicao fisica ou a possivel presenca de doengas (Herder et
al., 2013).

4.8. Relacao entre os métodos tradicionais e 0 ADN ambiental

A técnica do ADN ambiental reivindicou um lugar muito importante no kit de ferramentas de
monitoramento da biodiversidade marinha e aquéatica. Dado ao seu potencial de sensibilidade
extremamente alta, 0 eDNA ¢ frequentemente oferecido como uma solugdo para o problema de
deteccdo de populacdes. Esse recurso é especialmente atraente para gestores que visam mitigar

riscos associados a espécies invasoras (Leung et al., 2002).

Entretanto, muitas das ferramentas tradicionais que sdo comummente empregues para essas tarefas
dependem das tecnologias de “catch-and-look”. Essas tecnologias costumam ser bastante antigas
(Por exemplo: redes de pesca), geralmente sdo muito estaveis e tém o beneficio 6bvio de permitir
uma investigacdo morfol6gica detalhada dos individuos capturados. Mas o esforgo necessario para
capturar um organismo-alvo e analisa-lo morfologicamente muitas vezes torna essas ferramentas

relativamente ineficazes na deteccdo de individuos raros (Jerde et al., 2011).

A deteccdo de uma espécie-alvo sem a necessidade de capturar fisicamente qualquer individuo
dessa espécie confere, deste modo uma enorme vantagem. Muitas espécies sdo muito dificeis de

capturar, algumas vivem em habitats de dificil acesso ou exibem comportamentos irritantes de

21



ADN Ambiental na Monitoria do Ambiente Marinhc _

evitar a captura. Geralmente € muito mais facil, rapido e barato obter uma amostra de agua do que

capturar um peixe usando métodos tradicionais (Wada et al., 2020).

As abordagens da técnica do ADN oferecem o beneficio adicional de dissociar a identificagéo
taxondmica da observacdo morfoldgica direta dos individuos. Este € um avanco significativo, dado
que muitos individuos ndo possuem as caracteristicas nas quais se baseiam as identificacoes

morfologicas das espécies (Herder et al., 2013).

Porém estes beneficios das abordagens ‘“sem captura”, como o eDNA, também apresentam
desafios significativos. Este problema foi trazido a tona pelo caso das carpas asiaticas na regido
dos Grandes Lagos dos Estados Unidos. O medo de que essas espécies introduzidas pudessem
entrar nos Grandes Lagos e ameagar sua altamente lucrativa industria de pesca desportiva levou a

tentativas de delinear melhor as frentes de invasao usando eDNA.

Surpreendentemente, 0 ADN ambiental foi detectado em &reas onde as carpas nunca haviam sido
encontradas pelas técnicas tradicionais de captura, sugerindo que as espécies estavam muito mais

préximas de entrar nos lagos do que se supunha (Jerde et al., 2011).

Os métodos tradicionais de amostragem sdo frequentemente invasivos, destrutivos e demorados.
O desenvolvimento de métodos de eDNA representa um grande progresso no monitoramento de

organismos que ndo sdo facilmente amostrados ou detectados (Dejean et al., 2012).

O exemplo interessante foi a aplicacdo do eDNA em ambientes de recifes de coral altamente ricos
em espécies para revelar espécies que de outra forma ndo seriam detectadas, ou seja, aquelas que
habitam espagos escondidos dentro da matriz do recife. Este “criptobioma de recife” foi estudado
com sucesso com metabarcoding de ADN, revelando muitas linhagens raras e localizadas de

organismos sésseis e moveis (Carvalho et al., 2019).

A amostragem tradicional pareceu particularmente menos eficiente para recuperar a diversidade e
abundancia do zooplancton gelatinoso. A riqueza de espécies e a biomassa do zooplancton
gelatinoso, como os ctendforos e os cnidarios, sdo consistentemente subestimadas devido aos seus

corpos frageis e aquosos que sao facilmente danificados e destruidos nas redes (Hosia et al., 2017).
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Recentemente, um estudo comparou a taxa de zooplancton recuperada com redes e com eDNA
de amostras de agua filtrada, e demonstrou que o eDNA ¢é particularmente adequado para revelar

a diversidade gelatinosa (Govindarajan et al., 2021).

Deste modo a aplicacdo da técnica do ADN ambiental, quando combinada com a os métodos
tradicional, pode aumentar a fiabilidade dos inquéritos de monitoramento, particularmente para
espécies raras e cripticas. A técnica do ADN ambiental é vantajosa em relacdo a rede nestes casos
porque o metodo pode detectar o ADN de uma espécie independentemente de seu tamanho ou
classe de idade (Fago, 1998).

Entretanto, a utilizacdo de varios métodos de amostragem pode resultar em melhores estimativas
da composigdo das espécies, porém muitas das vezes, a escolha do método de amostragem depende

do objectivo da actividade e da disponibilidade de recursos (Fago, 1998).
4.8.1. Eficiéncia de custos em comparacdo com métodos tradicionais

De modo geral, ndo é possivel afirmar taxativamente que o eDNA é mais eficiente em termos de
custos do que os métodos tradicionais, uma vez que isto depende da espécie-alvo. Por exemplo,
para espécies secretas e raras, 0 eDNA é muitas vezes mais rentavel do que os métodos tradicionais
devido a sua maior probabilidade de deteccdo. Dejean et al. (2012) calcularam que o método do

ADN ambiental era 2,5 vezes mais barato e menos demorado do que os métodos tradicionais.

Por outro lado, para espécies que sdo faceis de observar ou capturar com métodos tradicionais, o
eDNA sera menos rentavel do que os métodos tradicionais, uma vez que acrescenta a etapa extra
de anélise laboratorial ao trabalho de campo. Assim, com base na dificuldade de monitorar

espécies com métodos tradicionais, 0 eDNA pode ser mais ou menos rentavel.

Além disso, deve-se notar-se que a eficiéncia da deteccdo utilizando métodos tradicionais é muitas
vezes altamente dependente da habilidade e experiéncia do pessoal que realiza o levantamento
para a espécie especifica. Portanto, as comparagdes entre 0os métodos tradicionais e 0 eDNA
dependem do nivel de competéncia dos profissionais que realizam qualquer tipo de pesquisa
(Herder et al., 2013).
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4.9. Bases técnicas para o uso de gPCR e Sequenciamento de Nova Geracdo no ambiente

marinho.

Um dos principais factores que influencia a técnica do eDNA no ambiente marinho, é a acéo das
ondas e correntes fortes que degradam e diluem o eDNA em pouco tempo, ou mesmo desde que

este for libertado no ambiente pelo organismo-alvo.

Por essa razdo, a tendéncia é dos fragmentos de eDNA presente nas amostras serem pequenos 0
que por vezes pode condicionar a sua ampliacdo, sequenciamento e a detencdo do ADN alvo

presente na amostra,

Tendo em comta as caracteristicas apresentadas pela tecnologia de PCRem Tempo Real
(gPCR) que é uma evolucdo do método de PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase), em que 0 seu
principio se baseia na duplicagcdo de cadeias de ADN “in vitro” que pode ser repetida diversas
vezes, gerando quantidade de ADN suficiente para realizar diversas analises. Com apenas um

unico fragmento de ADN é possivel reproduzir milhdes de copias (Pilliod et al., 2014).

Os ensaios de PCR em Tempo Real sdo muito mais sensiveis, especificos e rapidos,
principalmente quando comparados aos testes convencionais, levando de 2 a 3 horas para emitir o
resultado (Pilliod et al., 2014).

Esse ciclo é realizado inumeras vezes até atingir milhGes de copias. Na PCR convencional, a
deteccdo do produto de amplificacdo normalmente ¢ feita em eletroforese em gel de agarose. Apos

a coloracéo, ocorre a visualizagdo do DNA pesquisado

Na gPCR, o resultado € visualizado imediatamente, dispensando a eletroforese. Isto é possivel pela
adicdo de sondas fluorescentes as reacdes de PCR. A amplificagdo do ADN-alvo é monitorada
durante o processo de gPCR. A medida que o ADN ¢ amplificado, o nivel de fluorescéncia cresce

proporcionalmente (Pilliod et al., 2014).

Além disso, por meio do monitoramento da taxa de aumento da fluorescéncia na reacdo de PCR,

¢ possivel determinar com precisdo a quantidade de ADN-alvo presente na amostra original. A
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gPCR pode ser utilizada para se avaliar a presenca de um organismo em uma amostra, podendo

ser um teste qualitativo ou quantitativo (Chambers et al., 2014).

O sequenciamento de nova geracdo , permite sequenciar simultaneamente um grande nimero de
fitas de ADN. Essa alta velocidade permite que todo o genoma seja sequenciado em menos de um
dia. Esse método ndo depende da terminacdo da cadeia. Em vez disso, este método, sempre que
uma nova base é adicionada a cadeia de ADN em replicacdo, € emitido um sinal fluorescente

correspondente que é detectado em tempo real (Latini. et al., 2016).

Logo, no ambiente marinho o uso da gPCR e do Sequenciamento de Nova geragdo mostram-se
vantajosos, pois a partir de particulas de ADN que estdo em constante fragmentacéo devido as
caracteristicas do ambiente em que s&o libertadas (ambiente marinho), estes metodos podem
permitem que mesmo fragmentos muito menores possam ser amplificados milhdes de vezes,
tornando possivel o Sequenciamento do ADN presente na amostra e podendo até tornar possivel a
quantificacdo do ADN presente na amostra, onde pode-se fazer uma inferéncia sobre a possivel

densidade de organismos presentes na area amostrada.

5. Bases técnicas para a utilizacdo do ADN ambiental
Para prosseguir com pesquisas fazendo o uso do ADN ambiental, podem-se desenhar protocolos
ou mesmo podem ser seguidos protocolos previamente publicados. Na metodologia de Diaz-
Ferguson e Moyer (2014) argumenta-se que para a deteccdo de ADN é necessario 0

desenvolvimento de marcadores moleculares especificos para cada objetivo do trabalho.

Marcadores moleculares sao sequéncias conhecidas dentro do acido nucleico a ser estudado e cuja
posicdo € normalmente conhecida. Uma vez detectados esses marcadores moleculares, sdo
sintetizadas sondas moleculares complementares a eles (primers), para posteriormente serem
utilizadas em diversos métodos, como a PCR, que amplifica milhGes de vezes o fragmento de
interesse a ser estudado, para depois ser visualizado através de eletroforese em géis de agarose ou

agarose poliacrilamida (Diaz-Ferguson e Moyer, 2014).
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5.1. Controle de qualidade e requisitos basicos de laboratério

A reducdo das chances de contaminacédo, € um dos principais factores a considerar para que se
evitem contaminagdes e posteriores erros durante a analise dos dados. Deste modo os laboratdrios
devem ser organizados de forma a reduzir as chances de contaminagdo. O ADN n&o é visivel a
olho nu, é dificil detectar os erros durante os procedimentos. E necessario estar inteiramente
confiante na robustez e fiabilidade do método aplicado, desde a amostragem no campo até a analise
dos resultados em laboratério. Portanto, devido a baixa concentracdo de ADN alvo nas amostras
ambientais, a analise deve ser conduzida com precaucdes semelhantes as que foram aplicadas

noutros estudos antigos de ADN (Willerslev e Cooper, 2005).

5.2. Amostragem da agua

A estratégia de amostragem da agua € mais controversa. A literatura propGe duas abordagens
principais de amostragem, ambas baseiam-se na concentragdo de ADN em diferentes volumes de

agua:

A primeira abordagem aplicada em estudos de eDNA baseou-se na precipitacdo do ADN fazendo
0 uso de etanol e acetato de sodio e/ou centrifugacdo de restos celulares (Ficetola et al., 2008).
Neste caso o etanol actua como conservante do ADN, e as amostras podem ser armazenadas por
alguns dias, ou semanas, em temperatura ambiente, o que torna-se vantajoso quando os locais de

amostragem estdo distantes das instalacfes do laboratdrio (Ficetola et al., 2008).

A principal limitacdo desta técnica € que o volume de &gua amostrado é baixo, e se a espécie
estiver em maiores densidades no local, a sua deteccao sera provavelmente positiva mesmo com
baixos volumes de agua amostrados, mas se a espécie estiver em baixas densidades , ou tenham
actividade baixa, ou o0 ponto de amostragem esteja distante de fonte do ADN, baixos volumes de
agua amostrados podem dificultar a detencdo de espécies e podem levar-nos a cair em erros falsos

negativos (Ficetola et al., 2008).

A segunda abordagem propde a colecta de diferentes sub-amostras de agua ao redor da area de
estudo. Posteriormente estas amostras podem ser homogenizadas e algumas sub-amostras sdo
retiradas desse grande volume de &gua para serem transferidas para tubos cheios de etanol e acetato

de sodio. Isso é explicado pelo facto do ADN ndo estar distribuido de forma homogénea e colectar
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as amostras em diversos pontos ao redor da amostra, pode aumentar as chances das amostras

conterem 0 eDNA da espécie-alvo (Figura 2) (Biggs et al., 2014; Herder et al., 2013).

Sampling point

Sampling point

Figura 2:llustracdo da estratégia de amostragem e suas eficiéncias quando a espécie-alvo € rara
ou tem mobilidade limitada. A imagem a esquerda representa um tipo de amostragem nao
homogenizada, as amostras ndo foram colhidas em diferentes pontos da area de amostragem(sub-
amostras), reduzindo as chances de detencdo do organismo-alvo, do lado direito é esquematizado
um tipo de amostragem homogenizada, onde foram feitas as amostragens em diferentes pontos do

local da amostragem o que eleva as chances de deten¢édo da espécie-alvo.
5.3.  Armazenamento

Ap0s a coleta das amostras de dgua, 0 eDNA continua a sofrer as ac¢des dos factores ambientais
e estes influenciam na sua degradacdo, no entanto esses factores devem ser imediatamente
inactivados para que o ADN possa ser preservado, e uma das formas mais comum de inactivacdo
desses factores ambientais de influéncia é preservar as amostras em baixas temperaturas -20C.
Para minimizar o efeito de nucleases e microrganismos enddgenos (Jerde et al., 2011; Zhu, 2006),
ou devem ser completamente desidratados, em gel silica ou por a adicéo de alcool e posteriormente
congelado para interromper a hidrolise do ADN e o efeito de nucleases e microrganismos( Ficetola
et al., 2008; Goldberg et al., 2011).

5.4. Processamento das amostras

5.4.1. Extragéo do ADN

Apds a colecta das amostras em campo, as amostras ambientais sdo encaminhadas ao laboratério
e submetidas a etapa de extracdo de ADN. Nesta etapa, 0 ADN e as células sdo primeiramente
isolados por precipitacdo, centrifugacdo ou filtracdo com etanol. Posteriormente, a membrana

celular sofre a lise para permitir a liberacdo de ADN, e o ADN total é purificado com base em
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protocolos internos (tampdes CTAB ou purificagdo com fenol-cloroférmio) ou com Kits
comerciais, baseados no uso de minicolunas contendo uma fase sélida capazes de absorver o ADN
(por exemplo, Qiagen ®, MoBio ® e MN ®) (Herder et al., 2013).

Para que a deteccdo do eDNA seja possivel, as estratégias descritas na literatura visam a
concentracdo do ADN presente na dgua. Existem dois métodos que permitem a captura de ADN,
o0 primeiro, descrito por Ficetola et al (2008) € através da precipitacdo usando etanol e acetato de
sodio e logo em seguida a centrifugacdo da amostra, o segundo método desenvolvido por Wilcox
et al (2013), é através da filtracdo da agua. Este permite a filtracdo de maiores volumes de agua, o

que teoricamente aumenta a probabilidade de detecgéo.

Recentemente Eichmiller et al., (2015), comparou estes dois métodos de igual modo, qual tamanho
de poro de filtracdo é mais ideial para estimar a biomassa ou para detectar o ADN, e qual material

retém mais ADN no poro (policarbonato ou fibra de vidro).

Os resultados demonstraram que o método de captura mais eficiente é por filtracdo usando fibra
de vidro e os tamanhos de poros mais eficientes foram 1.5 um, seguido pela fibra de policarbonato
com poro de 1.0 um e 0.6 um de tamanho, pelo facto de conseguirem filtrar maior quantidade de

agua do que filtros com poros menores (Eichmiller et al., 2015).

Entretanto, isto ndo significa que a filtracdo revela um desempenho melhor em relagdo ao método
de precipitacdo, pois este método pode ser mais demorado e mais caro (por exemplo, filtros,
bomba, etc.). Outro factor ndo menos importante é que ao filtrar grandes volumes de agua, mais
inibidores podem ser concentrados na amostra. E 0 eDNA ¢é altamente degradado em fragmentos
pequenos e estes fragmentos podem nao ser retidos pelos poros dos filtros porque os tamanhos dos
poros sdo muito grandes diminuindo assim a probabilidade de detec¢do (Deagle et al., 2006). Até

agora, quatro tipos principais de filtros sdo usados:

e Filtro de fibra de vidro (Jerde et al., 2011)

e Filtro de nitrato de celulose (Goldberg et al., 2011)
e Filtro de carbonato (Takahara et al., 2012)

e Filtro de nylon (Thomsen et al., 2012b)

A filtragem pode ser realizada em campo e as amostras filtradas séo entdo armazenadas em &lcool

ou em gelo e enviadas ao laboratdrio para analise. Porém isto pode ser uma limitacdo se o estudo
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for realizado em grande escala e quando diferentes pessoas amostragem pontos diferentes, pois

sera necessario adquirir inameras bombas (Jerde et al., 2011).

Alternativamente, as amostras podem ser coletadas em recipiente estéril e armazenada em gelo e
encaminhada imediatamente para o laboratério e a filtracdo pode ser realizada posteriormente em
laboratério, onde as amostras devem ser processadas no prazo de 24 horas ou as amostras devem
ser armazenadas (congeladas) até que a filtracdo seja possivel (Thomsen et al., 2012b). No
entanto, isso pode ser uma limitacdo quando os locais de amostragem estdo num ambiente distante

ou quando o transporte para o laboratério demora mais de 24 horas (Jerde et al., 2011).

5.5. Amplificacdo do ADN

O ADN extraido é posteriormente amplificado fazendo o uso de primers previamente validados
para a espécie-alvo. Durante a extracdo, o ADN nuclear, mitocondrial e de cloroplasto de varios
organismos sdo co-extraidos. O ADN da espécie-alvo é apenas uma pequena fracdo do ADN total
extraido. Para a analise do ADN especifico, podem ser usados dois tipos de amplificacdo: métodos
tradicionais de PCR ou métodos quantitativos de PCR (QPCR) (Goldberg et al., 2011; Nichols et
al., 2012; Herder et al., 2013).

» Marcadores moleculares utilizados na amplificacdo do eDNA

Nos altimos anos, com os avancos da genética e da biologia molecular, principalmente, com o
advento da tecnologia do ADN recombinante, da reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e do
sequenciamento automatico do ADN foram desenvolvidas poderosas tecnicas para o
desenvolvimento de marcadores genéticos Uteis na identificagdo, caracterizacdo e avaliacdo dos

recursos em estudo (Chambers et al., 2014).

Para a obtencdo de marcadores genético-moleculares, é exigida uma infraestrutura apropriada para
realizar as diferentes fases da metodologia que varia de acordo com o tipo de marcador. De modo
geral, sdo necessarios equipamentos para a extracdo de ADN, amplificagdo via reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), separacdo por eletroforense, fotodocumentacdo e analise estatistica dos

marcadores gerados (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Actualmente, existe um grande numero de tecnologias da genética molecular que podem ser

utilizadas para fornecer informagGes Uteis aos programas de conservagdo e uso de recursos
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genéticos. Cada tecnologia apresenta vantagens e desvantagens. O uso de uma ou de outra vai
depender, entre outros fatores, do objectivo do estudo, da infraestrutura disponivel, dos recursos
financeiros para o investimento, da disponibilidade de recursos humanos com treinamento
apropriado e do nivel de conhecimento da genética molecular da espécie a ser estudada
(Mwadzingeni et al., 2017).

Os marcadores de ADN séo divididos em trés categorias principais: os baseados em hibridizacao,
0s baseados em PCR (Reagdo em cadeia de Polimerase) e por fim, marcadores baseados em

sequenciamento (Mwadzingeni et al., 2017).

Diferentes técnicas para a analise de marcadores de ADN foram desenvolvidas a partir do
surgimento da PCR, permitindo a amplificacdo de uma grande quantidade de uma sequéncia
especifica de ADN sem necessidade de clonagem, come¢ando com apenas algumas moléculas da
sequéncia alvo. Uma vantagem dos métodos de marcadores baseados em PCR sobre os métodos
de marcadores baseados em hibridizacdo é que o Ultimo requer o isolamento de grandes
quantidades de ADN. Entre os marcadores baseados em PCR, podemos citar, por exemplo: RAPD
(Random Amplified Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple
Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (Rieseberg, 1996).

A técnica de RAPD foi descrita em 1990 independentemente por dois grupos de pesquisa (Welsh
e McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Marcadores RAPD foram os primeiros marcadores
desenvolvidos baseados em PCR. Nesta técnica € utilizado um unico primer de geralmente 10
bases de uma sequéncia arbitraria com 60% ou mais de contetdo GC. A amplificagdo ocorre
quando o sitio do primer (iniciador ou oligonucleotideo) esta presente no ADN alvo em orientacéo
oposta dentro de aproximadamente 2000 bases. Assim, a correspondéncia entre os fragmentos

amplificados de diferentes espécies pelos mesmos iniciadores RAPD ¢é natural (Rieseberg, 1996).

Os polimorfismos RAPD resultam da variacdo da sequéncia nos locais de anelamento do primer
e/ou variacdo de comprimento na sequéncia alvo situada entre os locais de ligacdo do primer. O
RAPD é uma técnica nao radioativa que requer uma pequena quantidade de ADN (15-25 ng), a
maior vantagem desta técnica em relacdo a outras técnicas, e que pode ser realizada em poucas

horas.
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Outra vantagem é o grande nimero de marcadores obtidos distribuidos ao longo do genoma.
Entretanto, o uso deste marcador € limitante por diversas caracteristicas, como por exemplo, o
aparecimento de bandas ndo parentais na progénie restringindo o uso para mapeamento molecular.
Além disso, esse marcador se comporta como marcador dominante e apresenta baixa
reprodutibilidade entre diferentes laboratorios e experimentos, principalmente associados ao uso
de baixa temperatura de anelamento, que pode resultar em uma baixa especificidade ou até no ndo
anelamento do primer (Riedy et al., 1992). Pode ser influenciado, por exemplo, pela utilizagdo de
diferentes reagentes, incluindo Tag DNA polimerases, ou diferencas na qualidade do ADN
(Schierwater e Ender, 1993; Skroch e Nienhuis, 1995).

Outra técnica descrita por Meyer et al. (1993), a qual essencialmente combina os beneficios do
RAPD (grande numero de marcadores obtidos distribuido sobre o genoma), aliados ao aumento
na reprodutibilidade e especificidade, sdo os marcadores ISSR (Inter-simple sequence repeats).
ISSR é uma técnica baseada em SSR em que a amplificacdo é realizada com um unico primer
consistindo de vérias repeticdes (motivo RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) —
RAPDs sdo fragmentos de ADN amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando primers curtos (geralmente dez nucleotideos) de sequéncia aleatoria (Williams et al.,
1990).

Outra terminologia usada para esses marcadores é a APPCR (Arbitrarily Primed Polymerase
Chain Reaction) (Welsh e Mcclelland, 1990). A obtencao desses marcadores envolve a extracdo
e a amplificacdo do ADN, eletroforese normalmente em gel de agarose corado com brometo de
etidio e fotodocumentacao sob luz ultravioleta. As principais vantagens da técnica sao a facilidade
e a rapidez para obtencdo dos marcadores, a necessidade de quantidades minimas de ADN e a

universalizacdo das analises (Riedy et al., 1992).

Pode-se trabalhar com qualquer espécie, uma vez que ndo ha a necessidade de conhecimento
prévio de dados de sequéncia de ADN para a construcdo dos primers utilizados. As principais
desvantagens referem-se a dominancia dos marcadores, ndo diferenciando os locos em
heterozigose dos locos em homozigose e a baixa reprodutibilidade das marcas por causa da
sensibilidade da técnica as condi¢BGes experimentais, principalmente, quando elas ndo estdo bem

padronizadas (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Faleiro et al., 2004).
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Para reduzir os problemas de reprodutibilidade do marcador RAPD, primers especificos (15 a 30
pb) podem ser desenhados a partir do sequenciamento de determinado marcador RAPD ligado a
uma caracteristica de interesse do investigador, de modo a produzir marcadores SCAR (Sequence
Characterized Amplified Region) (Paran e Michelmore, 1993; Corréa et al., 2000).

PCR-sequencing — Esse tipo de marcador genético-molecular envolve a determinacdo da
sequéncia de nucleotideos do fragmento de ADN amplificado via PCR utilizando primers
especificos (15 a 30 pb) para dada regido do genoma em estudo. Para a determinagéo da sequéncia
de nucleotideos, existem hoje os sequenciadores automaticos muito utilizados nos projetos
genoma. Normalmente, dentro da mesma espécie ndo ha muitas variacdes na sequéncia de
nucleotideos e, por isso, 0 PCR-sequencing é mais Gtil em estudos taxondmicos interespecificos,
como por exemplo, estudos de reconstrucdo filogenética (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Faleiro et
al., 2004).

As principais vantagens desse marcador genético sdo a alta reprodutibilidade e o nivel de
detalhnamento do fragmento de ADN a ser estudado. As principais desvantagens sdo o baixo nivel
de variacao em estudos intra-especificos e o custo da técnica (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Faleiro
et al., 2004).

Em relacdo ao tipo de marcador, é importante diferenciar aqueles que fornecem dados de um Unico
loco (Por exemplo: PCR/DNA sequencing) daqueles que fornecem dados multilocos obtidos de
multiplas regides génicas (Por exemplo: RAPD, AFLP, Minissatélites). Essa diferenciacdo é

importante, pois a quantidade de informagé&o acessada influencia as interpretacdes dos dados.

Na definicdo dos marcadores genético-moleculares mais apropriados, deve-se levar em conta o
objectivo do estudo (Avise, 1993). De modo geral, marcadores moleculares multilocos utilizados
em DNA fingerprinting (Por exemplo: RAPD, AFLP, Microssatélites, Minissatélites) sdo mais
apropriados para estudos de identidade genética, testes de paternidade e estudos de variabilidade

dentro da mesma espécie (Chambers et al., 2014).

Marcadores baseados em comprimentos de fragmentos de restricio como os RFLPs obtidos de
mMtDNA, cpDNA, rDNA séo mais apropriados para estudos de diversidade genética de espécies

fortemente relacionadas. Marcadores baseados em analises de sequéncias (Por exemplo: PCR
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sequencing) sdo apropriados para analises de espécies com alto nivel de divergéncia evolucionaria,
embora possam ser utilizados para andlises de espécies ou acessos com qualquer nivel de

divergéncia evolucionaria (Chambers et al., 2014).

Deste modo, na escolha do marcador a ser utilizado tendo em conta o objectivo do estudo deve-se
ter em conta as caracteristicas, vantagens e desvantagens de cada técnica de modo a reduzir as
margens de erro e que os resultados finais possam possibilitar que as andlises estatisticas sejam

interpretadas sem ambiguidades.

> PCR tradicional

Na PCR tradicional, os resultados da amplificacdo podem ser visualizados fazendo o uso da
eletroforese em gel de agarose ou fazendo o uso da eletroforese capilar (por exemplo: Qiagen ®
Qiaxcel,) ou, podem ser visualizados em um sequenciador se 0s primers estiverem marcados com
fluorescéncia (Goldberg et al., 2011; Nichols et al., 2012).

» PCR quantitativo

Em comparagdo com os métodos tradicionais de PCR, os métodos quantitativos sdo preferiveis
por conta da sua especificidade (quando se utiliza uma abordagem TagMan baseada em sonda)
podem ser mais sensiveis (Pilliod et al., 2014). A visualizacdo dos resultados é feita atraves de
uma curva de amplificacdo, facilitando desta forma determinar se uma amplificacao foi positiva,
0 qPCR permite também quantificar o nimero de moléculas de ADN das espécies-alvo presentes,
0 que lhe confere uma vantagem em relacao aos métodos tradicionais de PCR em uma amostra. O

método de gPCR pode ter como base duas técnicas:

A primeira técnica baseia-se no uso de fluorocromos néo especificos que ligam-se ao ADN de fita
dupla (SYBR ® Green), visando todo o ADN de fita dupla em uma amostra. A segunda técnica
baseia-se no uso de sondas de hibridizacdo que se ligam especificamente a cadeia de ADN
libertando fluorescéncia apds amplificacdo, gerando assim um sinal apenas quando o ADN da

espécie-alvo esta presente (por exemplo, TagMan ®) (Pilliod et al., 2014).
» Numero de ciclos de PCR e réplicas

A baixa concentracdo de ADN na amostra deve ser levada em consideracao, deste modo devem

ser tomadas precaugdes especiais na etapa de amplificacdo. O nimero de ciclos de PCR pode ser
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aumentado para mais de 50, isso ocorre porque o eDNA é muitas vezes raro e menos ciclos
resultam numa maior probabilidade de “perder” o ADN alvo. No entanto, deve-se ter cautela com
essa abordagem, pois ela também pode aumentar o nimero de falsos positivos encontrados
(Taberlet et al., 1996).

Em outros casos, devido a estocasticidade da PCR, a possibilidade da PCR falhar porque os
iniciadores ndo conseguem ligar o ADN alvo em concentragdes muito baixas de ADN da espécie

alvo), devem ser realizadas vérias réplicas (Taberlet et al., 1996).
» Controles positivos e negativos

Para poder detectar a contaminacdo, devem ser adicionados controles negativos a extracao e a
PCR. Idealmente, “campos negativos” também devem ser incluidos. Todos os tipos de controlos
devem apresentar resultados negativos apos a PCR final, garantindo aos profissionais que nao
ocorreu contaminacgdo durante a extragdo ou PCR. Se um dos controlos negativos apresentar um
resultado positivo para uma das espécies-alvo, todos os outros resultados deverdo ser rejeitados.
Controles positivos, contendo ADN de boa qualidade do organismo alvo, também devem ser
adicionados a PCR. Se um dos controles positivos for negativo, algo deu errado durante o
experimento e a analise devera ser novamente feita. A inclusdo de controles negativos e positivos

é crucial para resultados confiaveis (Pilliod et al., 2014).
» Verificar se ha inibicéo

A técnica do eDNA possui amostras que sdo colhidas no ambiente (Exemplo: dgua e sedimento).
Deste modo, estas amostras colhidas no ambiente podem conter inibidores que podem condicionar
a PCR. Alguns componentes foram identificados como potenciais inibidores: sais biliares e
polissacarideos complexos nas fezes, colageno em amostras de alimentos e tecidos, heme no
sangue, substancias himicas no solo, melanina e mioglobina nos tecidos, polissacarideos e &cido

tanico nas plantas, proteinases e ions de calcio no leite e uréia na urina (Radstrom et al., 2004).

Por exemplo € muito provavel que o &cido humico e os taninos sejam co-extraidos com eDNA e
interajam durante a PCR ligando-se ao ADN (acido humico) ou proibindo a ligagdo da ADN-
polimerase (taninos) (Opel et al., 2010). Outra fonte inibidora pode ser a forma como o0 mesmo é
armazenado, quando amostras de adgua sdo armazenadas em alcool, 0 ADN pode ser absorvido

pela matéria organica e/ou inorganica presente na amostra. Isto ird influenciar no rendimento do
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ADN extraido, visto que o ADN absorvido ndo é libertado utilizando métodos tradicionais de
extracdo de ADN e deste modo o proprio alcool pode ser uma fonte de inibidores de PCR
(Goldberg et al., 2013).

Adicionar um “gene controle” sintético as amostras em determinadas concentragdes, pode auxiliar
na reducdo da probabilidade de existirem erros falsos negativos. Este € um gene que ndo esta
presente na natureza. Os resultados do gPCR podem ser examinados quanto a presenca deste gene
de controle e, portanto, se houve alguma inibicdo na extracdo de ADN e se for detectada inibicao,

devem ser tomadas medidas para elimina-la (Goldberg et al., 2013).
Sequenciamento

A sequéncia do ADN é um pré-requisito para a andlise detalhada de um gene. O método de
sequenciamento de ADN mais utilizado € o automatico, baseado no método de Sanger-Coulson,
desenvolvido em 1979, também conhecido como método de terminacdo de cadeia, que permite

determinar a ordem exata dos nucleotideos em um segmento de ADN (Pilliod et al., 2014).

5.6. Analise de dados bioinformaticos

Uma vez, obtidas as sequéncias, estas sao analisadas. Estas analises podem ser feitas, fazendo o
uso de softwares bioinformaticas disponiveis. O primeiro passo é ter acesso a uma biblioteca
mundial de sequéncias. Existem diferentes bases de dados, e uma das mais conhecidas é o cddigo
de barras da vida (BOLD). Neste momento, cada sequéncia carregada é classificada e armazenada,
para posteriormente ser comparada com as sequéncias existentes no sistema (Diaz-Ferguson e
Moyer, 2014).

O cddigo de barras da vida permite a classificacdo de grupos de individuos relacionados, o que é
conhecido como unidade taxondmica operacional (OTU), ou seja, as sequéncias sao agrupadas por
semelhanca de sequéncias de ADN de um marcador taxondmico especifico (Diaz-Ferguson e
Moyer, 2014).

Outra base de dados é a encontrada no GenBank, que foi projetada para fornecer e fomentar o
acesso da comunidade cientifica as informagdes das sequéncias de ADN mais atualizadas e
completas, e faz parte do site do Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (NCBI), que

promove a ciéncia e a salde e fornece acesso a informacdo biomédica e genémica. Ele auxilia a
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determinar se a sequéncia sequenciada existe ou ndo estd nessa base de dados, ou se é uma
sequéncia conhecida ou é a primeira vez que é detectada (Nichols et al., 2012; Diaz-Ferguson e
Moyer, 2014).
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Figura 3:llustracdo do processo do uso da técnica de
eDNA, desde a amostragem da agua, de seguida a filtracdo da amostra para a obtencao
dos fragmentos de eDNA, para a sua amplificacdo através da PCR e consequentemente o
sequenciamento que permitird a identificacdo do ADN sequenciado.Importancia do
conhecimento ecoldgico
O conhecimento ecoldgico € um factor chave para o alcance do sucesso na técnica do ADN
ambiental. Assim sendo a estratégia de amostragem deve ser adaptada a biologia da espécie-alvo
e ao ambiente. (Por exemplo, na pesquisa de Thomsen et al., (2012a) estes encontraram uma
probabilidade de deteccéo diferente entre dois ambientes diferentes (lagoas e riachos). A possivel
explicacdo desta diferenca é que a coleta de 3 amostras de 15 ml de 4gua é adequada para detec¢édo
de eDNA em ambientes de dgua estagnada, mas ndo em aguas correntes, onde o eDNA é
rapidamente diluido (Goldberg et al., 2011).

Como o ADN ndo esta distribuido de forma homogénea numa massa de agua, os locais de
amostragem devem ser seleccionados de acordo com a preferéncia de habitat das espécies-alvo.
As amostras devem ser coletadas em areas onde a espécie-alvo tem maior probabilidade de ser
detectada. Por exemplo, se a espécie-alvo preferir habitat com vegetacdo, a amostragem deve ser
orientada para esses habitats, para aumentar a probabilidade de deteccdo. Por esta razao,
recomenda-se que a amostragem seja realizada por ecologistas que tenham um bom nivel de

conhecimento da ecologia da espécie-alvo (Herder et al., 2013).

6.1. Probabilidade de detec¢do com o método eDNA
A probabilidade de deteccdo de eDNA pode ser descrita como a probabilidade de o ADN do

organismo alvo ser detectado usando o método de eDNA, dado que o organismo alvo esté presente
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no local de amostragem. Essa probabilidade depende da estratégia de amostragem, habitat,
densidade do organismo alvo e ecologia do organismo alvo e também de protocolos de extracao,

andlises e especificidade do primer (Goldberg et al., 2011).

Existem varios erros possiveis que podem levar a resultados falsos negativos e, portanto, a uma
menor probabilidade de deteccdo. Portanto, é impossivel especificar uma probabilidade geral de
deteccdo para uma espécie-alvo, pois as fontes potenciais de erro diferem entre estudos e

organizacgdes que trabalham com eDNA (Jarde et al., 2012).

No entanto, é possivel estimar a probabilidade de detec¢do de eDNA para um determinado ensaio
de eDNA em situacOes especificas (por exemplo, em certas condi¢cdes ambientais em determinadas
épocas do ano e em habitats comparaveis). Isto pode ser conseguido testando o método especifico
em varios locais com presenca conhecida da espécie alvo. Isto dd uma probabilidade de deteccéo:
por exemplo, em 80% dos 20 locais 0 método eDNA foi bem sucedido na detecc¢do do organismo
alvo (Herder et al., 2013).

O conhecimento da probabilidade de deteccdo de um determinado método € importante para a
interpretacdo dos resultados. A interpretacdo dos resultados positivos é simples: a espécie esta
presente (assumindo que foram tomadas medidas para evitar a ocorréncia de falsos positivos
(Nichols et al., 2012).

A interpretacdo dos resultados negativos € mais desafiadora: (a espécie esta ausente ou 0 método
ndo conseguiu detectar a espécie?). O conhecimento das probabilidades de detec¢do com o método
utilizado pode aumentar a confianca no resultado de um estudo. Isto ndo se aplica apenas ao
método eDNA, mas também a outros métodos, como observagdes visuais, armadilhas, redes de

imersdo, etc. (Nichols et al., 2012).

Outros resultados de estudos fornecem uma boa indicacdo da possivel forca do método eDNA na
deteccdo de organismos alvo. A maioria dos estudos incluidos sdo aqueles em que o método foi
testado em campo em locais com presenca conhecida do organismo alvo, pois sé assim € possivel
validar os resultados. Também estdo incluidos alguns estudos que encontraram altas
probabilidades de detec¢do sem conhecimento prévio da presenca das espécies-alvo. Os testes em
locais adicionais no futuro levardo a melhores estimativas das probabilidades de deteccdo (Herder
etal., 2013).
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6.2.  Principais vantagens e limitacGes

De modo geral técnica do eDNA reuni inimeras vantagens, embora as limitacdes estejam de igual

forma presentes nesta técnica como em qualquer outra técnica.

A principal vantagem desta técnica, é sem duvida a sua alta sensibilidade para a detengdo de
espécies em qualquer tipo de ambiente e principalmente no ambiente marinho, esta técnica pode
detectar a presenca de espécies em densidades muito baixas sem muito esforco, a sua sensibilidade
permite detectar organismos e identifica-los em qualquer estagio de vida sejam ovos, juvenis ou
adultos, o que confere ao eDNA uma enorme vantagem principalmente no ambiente marinho onde

as espécies possuem ciclos de vida bastante complexos (Van Delft e Creemers, 2013).

Um exemplo desta vantagem foi testado no estude de um dos mais notérios exemplos de deteccéo
de espécie fazendo o uso do eDNA € a esquiva lula gigante (Architeuthis dux), gigantesca em
tamanho, mas escondida dos humanos, apesar dos intensos esforcos de levantamento. Durante
muito tempo, foi conhecido apenas como carcaca lavada ou proveniente de redes de pescadores,
mas sua ecologia e distribuicdo permaneceram um mistério. Uma sonda de PCR especifica para
espécie recentemente desenvolvida foi capaz de detectar o ADN da A. dux em amostras de agua
no Mar do Japédo (Wada et al., 2020).

Outro estudo foi conduzido por Alex C.K; Raphael K; Anna W; Armin K.Z (2021). Usando o
eDNA para detectar simultaneamente a distribui¢do de lagostins nativos e invasores em um pais
inteiro, onde foi possivel detectar a ocorréncia de espécies exoticas invasoras até em areas onde as

técnicas tradicionais ndo detectaram a ocorréncia da espécie alvo.

Para além da sua alta sensibilidade, a outra principal vantagem é o facto da técnica néo ser invasiva
ao ambiente, primeiramente evitando a captura acidental de espécies, que é o que se verifica ao se
usar as técnicas tradicionais por exemplo (Arrasto) que é tido como uma das principais causas da
destruicdo das vegetacdes ribeirinhas e da zona costeira, como por exemplo as ervas marinhas e a
destruicdo de habitas detentores de alta biodiversidade, criando fragmentos nestas areas, e 0 eEDNA

mostra vantagem face a estas limitacGes (Bijkerk et al., 2013).

No entanto a técnica apresenta de igual forma limitacdes, onde a principal limitacdo é a auséncia
de contacto directo/visual com a espécie alvo, o que permitiria a uma analise morfoldgica

detalhada da espécie, e a técnica ndo permite-nos saber se a espécie-alvo esté a se reproduzir no
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ambiente em que esta inserido ou ndo, e assim ndo saberemos as tendéncias de crescimento
populacional por parte das espécies exdéticas (Wada et al., 2020).

Logo o uso em conjunto de ferramentas da técnica do eDNA é o uso dos métodos tradicionais pode
garantir uma melhor qualidade de dados e resultados.

7. Capitulo 2: “Uso do eDNA na detec¢ao e monitoria de espécies exéticas invasoras”
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7.1. Uso do eDNA na deteccao e monitoria de espécies exdticas e invasoras
Espécies invasoras sdo uma das maiores ameacas para a biodiversidade, estes podem afectar os
servicos ecossistémicos (Vila et al., 2009). Embora 90% das espécies introduzidas fora da sua area
de distribuicdo nativa tenham impactos biologicos negligenciaveis, varias espécies possuem as
caracteristicas para se tornarem invasoras e terem impactos ecoldgicos, econdmicos ou estéticos
adversos (Mills et al., 1993).

As espécies exoticas invasoras quando se estabelecem no ambiente podem competir, ou hibridizar
com espécies nativas e podem funcionar como vetores de doengas exdéticas. Existem no mundo
numerosos exemplos, de espécies exoticas invasoras que afetam espécies e ecossistemas nativos
(Dejean et al., 2012). Por exemplo, Wilcove e Bean (1994) demonstraram que 68% dos peixes de
agua doce no territdrio continental dos Estados Unidos, conhecidos por terem sido extintos entre

1890 e 1991, foram afectados negativamente pela introducédo de peixes nao nativos.

Estas espécies quando estabelecidas num sistema novo, é dificil controlar e provavelmente
impossivel erradica-la completamente. A prevencdo de novas introducGes é, portanto, o
componente mais critico do maneio de espécies invasoras. A aplicacédo de vigilancia com o método
de eDNA demonstra que € possivel monitorar uma via especifica de espécies invasoras em escala
regional (Vila et al., 2009).

A deteccdo de espécies invasoras &, depois da avaliacdo da biodiversidade, o segundo objectivo
mais importante de todos os estudos de eDNA de metazoarios marinhos realizados até agora. A
detec¢do precoce de espécies invasoras aumenta a probabilidade de que os esforgos de controlo e
erradicacao sejam bem sucedidos. E, os custos associados a deteccao precoce e aos subsequentes
esforgos de resposta rapida sdo muito inferiores aos dos programas de gestéo a longo prazo para

populagdes que ja se estabeleceram e se espalharam (Anderson, 2005).

Para que se tenha sucesso em uma operacdo de erradicacdo de espécies invasoras € de extrema
importancia detectar as espécies ainda em baixas densidades. Na verdade esta € uma estratégia que
deve ser aproveitada pois isto diminuira subsequentemente os custos das acc¢fes de gestdo e

reduzira o impacto no ecossistema envolvido (Dejean et al., 2012).

No entanto, existe a necessidade de adopcdo de meétodos que melhorem a probabilidade de

deteccdo precoce de espécies exdticas invasoras. E de consenso que a criagio de um quadro eficaz
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de alerta precoce e de resposta rapida é um elemento crucial de qualquer politica destinada a
prevenir o estabelecimento de espécies invasoras ou a mitigar os impactos de invasdes bioldgicas
(Dejean et al., 2012).

A politica internacional concorda de igual modo com a ciéncia. A politica internacional adoptou a
Convengao sobre Diversidade Biologica (CDB) que afirma no seu artigo 8(h) que “Cada Parte
Contratante devera, na medida do possivel e conforme apropriado, prevenir a introducéo, controlar

ou erradicar as espécies exoticas que ameacam ecossistemas, habitats ou espécies” (CDB, 1992).

Na décima Conferéncia das Partes da CDB, foi adotada uma importante Meta, que trata da
pressao exercida pelas espécies exodticas invasoras sobre a biodiversidade: “Meta 9: Até 2020, as
espécies exaticas invasoras e 0s caminhos serdo identificados e priorizados, as espécies prioritarias
serdo controladas ou erradicadas e existem medidas em vigor para gerir vias que impegam a sua

introducao e estabelecimento” (CBD, 2010).

De igual modo, a Comissao Europeia reconheceu formalmente a necessidade urgente de resolver
o problema das espécies exodticas invasoras. Isto ¢ afirmado no seu relatério “Rumo a uma
Estratégia da UE sobre Espécies Invasoras” (COM, 2008). Onde compromete-se a desenvolver
uma politica sobre espécies exoticas invasoras e a estabelecer um sistema de alerta precoce. O
Conselho de Ministros Europeu aprovou estes compromissos nas conclusées da sua 2953.2 reuniao.
Além disso, em 2009, os Ministros do Ambiente do G8 sublinharam a necessidade urgente de
combater as espécies invasoras. Apelaram a criacdo de um sistema global de alerta precoce (Shine
et al., 2010).

O uso das ferramentas da técnica do ADN ambiental especialmente no estudo de espécies exoticas
no pais pode constituir um avanco significativo, principalmente em ambientes e/ou em estagios
em que os métodos tradicionais se limitam, outra vantagem que a aplicacdo desta técnica
promissora pode proporcionar é a obtencdo de informacdo de base nos estagios inicias ou de
suspeita de invasdo, necessaria para as entidades de gestdo de forma a desenvolver planos de
monitoria e erradicacao das espécies exoticas invasoras no ambiente ainda na sua fase inicial, antes
que as mesmas alastram-se de forma indiscriminada colocando em causa a ocorréncia das espécies

nativas e por altimo da biodiversidade (Shine et al., 2010).
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7.2. Alerta precoce com o0 método de eDNA
O ADN ambiental pode ser um elo crucial neste importante quadro de alerta precoce e de resposta
rapida (EWRR), visto que permite a deteccdo precoce de espécies exdticas invasoras em
densidades baixas e em qualquer fase da vida, o que é importante para a deteccao de espécies raras

e/ou secretas. (Dejean et al., 2012; Ficetola et al., 2008).

A amostragem fazendo o uso de métodos tradicionais, requerem um esfor¢o adicional pois a
probabilidade de deteccdo de espécies raras € baixa. E por este motivo, varias espécies invasoras
ndo sdo detectadas até que tenham se estabelecido em grandes populagdes e se disseminando
(Anderson, 2005).

Aumentando o esfor¢o amostral (ou seja, aumentando o nimero de visitas ou armadilhas por local)
a probabilidade de deteccdo de populagcdes de baixa densidade pode aumentar. Aumentar
suficientemente estes esforcos de amostragem tradicional pode ser inviavel em algumas situacoes
(Jerde etal., 2011). A amostragem de ADN ambiental demonstra ser um método muito mais eficaz
para detectar populages (de baixa densidade) de espécies exdticas invasoras, (Dejean et al., 2012;
Ficetola et al., 2008; Jerde et al., 2011).

O uso do Acido desoxirribonucléico ambiental (eDNA) libertado por espécies pode ser uma
ferramenta sensivel e eficaz para deteccédo de espécies (Ficetola et al., 2008; Thomsen et al., 2012).

As técnicas de eDNA podem ser especialmente Uteis na deteccdo precoce de espécies invasoras.

Além do mais, 0 eDNA pode ser uma ferramenta extremamente poderosa para monitorar e avaliar
resultados de acBes de gestdo em campo. A aplicacdo deste método pode aumentar muito o
conhecimento sobre quando, onde e por quanto tempo uma agéo de gestao deve ocorrer. A auséncia
deste conhecimento pode levar a ndo tomada de medidas ou a execucao de medidas ineficazes, ou

mesmo excessivas e, portanto, desnecessariamente caras (Jerde et al., 2011).

Uma vez estabelecida uma espécie exotica invasora, 0s custos das acdes de controlo podem ser
extremamente elevados e a sua erradicacdo completa pode ndo ser possivel (EEA, 2010; Kraus,
2008). Nas fases iniciais apds a introducédo das espécies exdticas invasoras, a deteccdo da espécie
é quase impossivel, a menos que a sua densidade exceda um determinado limiar, este limite
depende do método de monitoramento e do esforgo utilizado. A deteccdo de espécies s6 pode ser

possivel quando a espécie ja estiver bem estabelecida (Myers et al., 2000).

42



ADN Ambiental na Monitoria do Ambiente Marinhc _

As espécies exoticas invasoras sdo amplamente aceitas como uma das principais causas diretas da
perda de biodiversidade. Contudo, grande parte da evidéncia para esta afirmagdo baseia-se em
correlagfes simples entre a dominancia exotica e o declinio das espécies nativas em sistemas
degradados. Embora atraente, a causalidade direta ndo é a Unica interpretacao possivel (Lehtiniemi
etal., 2015).

Uma hipoétese alternativa plausivel é que a dominancia exdtica poderia ser a consequéncia indireta
da modificagdo do habitat que leva a perda de espécies nativas. A deteccdo oportuna e as respostas
de gerenciamento sdo de suma importancia (Lehtiniemi et al., 2015), e a vigilancia tradicional
pode ser ignorada quando a populacdo ainda esta localizada e em baixas densidades. Deste modo,
0 eDNA esté a tornar-se uma ferramenta crucial no monitoramento da biosseguranca em ambientes

marinhos em todo o mundo (Bowers et al., 2021).

Por exemplo o eDNA quando aplicado para vigilancia do plancton, o eDNA tem a vantagem sobre
a amostragem tradicional de detectar o meroplancton de forma mais eficaz e também contornar o
problema de que a identificacdo morfologica de larvas e juvenis € muitas vezes desafiadora
(Pochon et al., 2013).

O eDNA recuperado de apenas alguns litros de &gua permitiu a deteccdo precoce de algas
invasoras e nocivas numa lagoa mediterranica. A utilizacdo do eDNA como ferramenta de
biovigilancia tem o potencial de implementar esforgos de erradicacdo em tempo Gtil para mitigar
os efeitos devastadores das espécies invasoras nas comunidades marinhas em todo o mundo
(Myers et al., 2000).

De igual modo o impacto das actividades antropogénicas pode ser monitorado com estudos de
impacto ambiental e, neste contexto, o eDNA parece ser uma ferramenta muito util e rapida. Os
exemplos incluem a monitoria do impacto das plataformas de producdo de petroleo e das
plataformas de gas offshore, nas assembleias bénticas circundantes, o impacto das visitas turisticas
na meiofauna que habita as praias arenosas e o impacto da poluicdo metalica causada por um

dejetos de minas na fauna estuarina bentonica (Myers et al., 2000).

Além do mais, 0 eDNA revelou ser uma estratégia bem sucedida para revelar a contribuicdo das
macrofitas para os sedimentos costeiros como fontes de carbono azul (carbono armazenado em

ecossistemas costeiros e marinhos) (Geraldi et al., 2019; Geraldi e Duarte, 2020).
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Até aqui, existem poucos estudos que usam os resultados do eDNA para aplicar estratégias de
maneio para espécies nativas e invasoras (Cristescu e Hebert, 2018) e, até onde sabemos, ainda
ndo existem aqueles que aplicam 0 eDNA para implementar planos de conservagdo em todo o pais.
Este conhecimento deve ser usado para fornecer estratégias relevantes de maneio, incluindo o
estabelecimento de &reas de espécies nativas e aplicacdo de técnicas de contencdo, supressao e

erradicacdo de espécies invasoras.
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8. Capitulo 3: “Estagio de implementacio da técnica do eDNA regional e localmente”.
8.1. Estagio de implementacéo da técnica do eDNA regional e localmente.

Os padrdes de biodiversidade em Africa sdo amplamente compreendidos, no entanto, os desafios
na monitoria de espécies e comunidades persistem. E no contexto das altera¢fes climaticas, isto é
mais ainda problematico, pois sabe-se que as espécies alteram a sua distribuicdo em resposta as
variacBes ambientais e provavelmente na grande maioria da biodiversidade de Africa, os padrdes
de distribuicdo contemporaneos ou mesmo o0s requisitos amplos de habitat, que permitiriam a
modelacdo preditiva de &reas de distribuicdo futuras, ndo foram ainda documentados (Brodie et
al., 2021).

A Africa e a América do Sul reportam menos estudos de ADN ambiental do que o Hemisfério
Norte, e deste modo tem havido apelos para garantir um acesso igualitario aos dados gerados a
partir de pesquisas de biodiversidade de eDNA para garantir uma melhor absorgéo e aplicacdo
(Berry et al., 2021).

A pesquisa procedida pela WoS reportou que 103 artigos, dos quais 65 foram retidos apos
avaliacdo (artigos excluidos ndo estavam focados em eDNA ou relatados em comunidades
microbianas de vida livre. A maioria dos estudos foi realizada em ecossistemas terrestres (n = 51),
com apenas nove e cinco focando sistemas marinhos ou de &4gua doce, respectivamente. (Berry et
al., 2021).

Através de uma extensa pesquisa e filtragem bibliogréfica, foram identificados 65 artigos de 22
paises, com a investigacdo de Madagascar (n=10) e Africa do Sul (n=15) a constituir a maior parte
da literatura (~38%), com muitos paises representados apenas por um a trés artigos. Houve uma
gama diversificada de estudos, com mais da metade reportando sobre comunidades ou analises
dietéticas; a pesquisa em agua doce e marinha esta sub-representada, representando cerca de 5%
dos estudos. (Dejene et al., 2021).

A importancia de Africa para a biodiversidade global e os servicos ecossistémicos associados sera
severamente afectada sem 0 acesso equitativo a tecnologia eDNA e a todos os beneficios que esta
oferece para a monitorizacdo da biodiversidade. Este comentario explora pesquisas de ADN
ambiental a partir de uma vasta gama de amostras ambientais, a fim de fornecer um estado de

conhecimento da area em Africa (Berry et al., 2021).
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Figura 3: Mapa de Africa que fornece uma vis&o geral do nimero de artigos sobre pesquisas de
ADN ambiental recuperados para cada pais (painel central), bem como um subconjunto da
diversidade taxondmica alvo de estudos (painel verde). O grafico superior mostra as diferentes
categorias de pesquisa de eDNA (observe que a “deteccao de espécies” exclui parasitas), enquanto
o grafico inferior indica a autoria dos estudos. O tamanho dos circulos no mapa principal indica o

namero de estudos.
Recomendag@es para aumentar o niimero de pesquisas envolvendo o eDNA na Africa

1. Significativas colaboragdes que incluam investigadores africanos e que permitam o
desenvolvimento de capacidades para a auto-suficiéncia a longo prazo, minimizando assim
a dependéncia de investigadores externos. Isto inclui a identificacdo de problemas de
investigacao e a criacdo de projetos, incluindo o acesso a financiamento;

2. Garantir e permitir 0 acesso aos dados de biodiversidade do eDNA atraves da padronizagéo
de repositorios e relatorios de eDNA, que incluem ndo apenas dados, mas também
métodos, a fim de facilitar aos investigadores incapazes de financiar viagens internacionais
para 0 acesso as Ultimas novidades em eDNA sejam obtidas e comunicadas

autorizacdes/permissdes adequadas e validas para a recolha de amostras;
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3. Construcdo continua de bases de dados de codigos de barras de ADN para permitir uma
ligacdo mais precisa de espécimes a partir de dados de eDNA, apoiando assim a

conservacéo, a gestdo e o planeamento espacial (Bani et al., 2020; Cristescu, 2014).

A técnica do ADN ambiental é mais implementada como uma ferramenta de investigacdo na
América do Norte e Europa em comparagio a Africa. Esta conclusdo surge ao comparar-se o
volume de literaturas disponiveis e provenientes destes continentes, em comparacdo com as
literaturas ~ disponiveis na Africa. Os fortes viés de literaturas disponiveis nos continentes
Americano e Europeu, faz com que estas regides sejam referéncias no que diz respeito ao uso do
ADN ambiental, na detencdo e monitoria de espécies, sejam elas nativas ou exoticas (Hanfling et
al., 2011).

Outros factores que possivelmente contribuem para que esta regido seja uma referéncia, e que é
uma limitacdo no continente africano, é a disponibilidade de recursos humanos altamente
qualificados tanto para a colheita das amostras e tanto para o processamento e analise das mesmas
em laboratorio, outro factor é a disponibilidade de recursos financeiros para financiar projectos
que envolvem o uso da técnica do ADN ambiental e deste modo a maior parte dos casos de estudo
sdo provenientes da Europa e América do Norte devido ao forte viés de literatura naquelas regides
(Hanfling et al., 2011).

Em Mocambique pesquisas envolvendo o uso da técnica do ADN ambiental ainda ndo foram
documentados, este facto deve-se se calhar a falta de oportunidades de financiamento ou
oportunidades de poder associar-se a outros pesquisadores que possuam capacidades para exercer
pesquisas desta magnitude, transmitindo esta capacidade aos pesquisadores nacionais, contudo
espera-se que futuramente este cenério mude e a aplicacdo da técnica do ADN ambiental seja uma
realidade no pais, visto que o pais € rico em biodiversidade de recursos desde Marinhos, Aquaticos

e Terrestres.
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9. Concluséo

A técnica do ADN ambiental (eDNA) pode ser usada para detectar espécies-alvo em uma amostra
colhida no ambiente (agua, solo e ar ect..). O eDNA demonstra ser e pode ser uma ferramenta
altamente eficaz em estudos de espécies exaticas invasoras. A técnica de eDNA apresenta um
grande potencial para deteccdo precoce de espécies exdticas invasoras e no monitoramento de
espécies invasoras, ameacadas e nativas. Extensos conjuntos de dados para avaliagcbes de
biodiversidade podem ser gerados com, possivelmente maior resolucdo taxondmica e custos mais

baixos.

As vantagens e desvantagens apresentadas por este método, sugerem um ponto importante em
relacdo a correlacdo de métodos tradicionais e conhecimentos taxondmicos e ecoldgicos, com 0
poderoso potencial do eDNA. Somente integrando conhecimentos profundos sobre a biologia das
espécies € que os resultados obtidos através dos estudos de eDNA podem ser frutiferos na
conservagao e monitoria de espécies. Se 0 objectivo for sistemas de conservagdo, monitorizagao e
alerta precoce mais eficientes e rapidos para espécies e ecossistemas, € necessario ver o eEDNA
como um complemento e ndo como um substituto, ou concorrente, da monitorizagao e conservagao

tradicionais.

A aplicacdo deste método no pais seria uma oportunidade para avaliar 0 eDNA para além da
perspectiva tedrica, e este método pode, se calhar impulsionar as investigacbes no ambiente
marinho principalmente, visto que actualmente apenas os métodos tradicionais sdo aplicados até
entdo, e durante esta abordagem pudemos perceber os inimeros desafios associados ao uso de

métodos tradicionais.

E, tendo em conta ao que tem ocorrido na Baia de Maputo (a ocorréncia de espécies exaticas de
camardo peneideo) que colocam em causa a ocorréncia de espécies nativas de camardo, pois
acredita-se numa possivel colonizacdo das areas de viveiro das espécies nativas pelas espécies

invasoras, 0 que pode estar a resultar em sobreposicao de nicho ainda na fase juvenil.

Este é um facto que deve ser considerado urgentemente, visto que as espécies nativas em causa
sdo importantes tanto ecoldgica como economicamente. O eDNA apresenta as ferramentas de
interesse que podem ser aplicadas neste estudo, fazendo a monitoria das especies exoticas
invasoras e nativas, com o objetivo de criar politicas de gestdo tanto para as espécies nativas e ndo

nativas, com o principal objectivo de conservar as espécies nativas.
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1. Introdugéo
Os crustaceos sdo animais invertebrados pertencentes ao filo Artropoda, sendo um exemplo o
camardo. O camardo da familia Penaeidae é um recurso de elevada importancia para o pais, tanto
ecologica, como economicamente. Este é recurso alvo da pesca dos trés tipos de pescaria nacional
(artesanal, semi-industrial e industrial) particularmente nas duas maiores areas de pesca do pais: 0
Banco de Sofala e a Baia de Maputo (I1P, 2015).

A pesca do camardo da familia Penaeidae em todo o mundo suporta um valor de cerca de 68
milhGes de dolares anualmente (FAO, 2007). No pais, esta pescaria € hoje a segunda mais
importante e rentavel, desembarcando centenas de toneladas anualmente (11P, 2007). Na Baia de
Maputo, a segunda maior area de pesca de camardo do pais, a actividade pesqueira é realizada nos
estudrios e na parte central da Baia, proximo a boca dos principais estuarios, onde a pesca artesanal

e semi-industrial do camarao é documentada desde o0 ano de 1960 (Macie, 1990).

As principais espécies de camardo nativo alvo da pesca e de maior importancia na Baia de Maputo

sdo: Penaeus indicus (conhecido como camardo branco), Penaeus monodon (conhecido como
camardao tigre gigante), Penaeus semisulcatus (conhecido como camarao flor), Penaeus japonicus
(conhecido como camardo tigre), Metapenaeus monoceros (conhecido como o camardo castanho)
e Metapenaeus stebingii, Sendo P. indicus e M. mondceros os que perfazem a maior percentagens
das capturas (MIMAIP, 2019).

O nivel de capturas deste recurso tem reduzido na Baia de Maputo, e uma das possiveis causas,
para além da sobrepesca, € a ocorréncia de duas espécies de camardo exoticas que: Metapenaues
dobsoni (conhecido como o camardo “kadal”) e Mierspenaeopsis sculptilis (Heller, 1862)
(conhecido como o camardo arco-iris), ambas da familia Penaeidae, cuja identificacdo foi
confirmada no ano 2013 (1P, 2015) O surgimento dessas espécies gera grande preocupacao para
as autoridades e a comunidade, pois sdo espécies que atingem menor tamanho, logo tém um menor
valor comercial, e a sua presenca € acompanhada por uma reducdo das capturas das espécies
nativas, visto que presentemente as espécies exoticas representam mais de 50% das capturas semi-
industriais (1P, 2015).

As espécies exoticas por vezes sdo competitivamente mais fortes e podendo até eliminar as
espécies nativas, através da sobreposicdo de nicho trofico, de habitat e outras intera¢fes bidticas

(predacéo, competicdo, ect) em diversas fases do ciclo de vida (Azevedo et al., 2010).



O ciclo de vida do camardo da familia Penaeidae é feito em vérias fases, onde inicialmente as
fémeas geram e libertam os ovos em alto mar e, apos algumas semanas as larvas planctonicas
migram para zonas préximas a costa onde ocupam as areas de viveiro, e terminam o ciclo quando

estes retornam as aguas oceanicas (Primavera, 1998; Ronnback et al, 2002).

Habitats costeiros tropicais, tais como estuarios, mangais e tapetes de ervas marinhas, sdo tidas
como importantes areas de viveiro para muitas espécies de importancia comercial, incluindo

camardes da familia Penaeidae (de Abreu, 2017).

Sendo a fase juvenil altamente vulneravel e sendo os camardes da familia Penaeidae um grupo de
organismos que faz uso destas areas de viveiro natural, € importante perceber se na Baia de
Maputo, as areas naturais de viveiro das espécies nativas (areas estuarinas) estao colonizadas pelas

espécies exoticas.

O estudo de espécies exoticas é de extrema importancia, devido as caracteristicas ameacadoras por
si apresentadas, conhecer a biologia destas espécies exdticas e compreender como estes
organismos comportam-se no ecossistema em que estéo inseridos, pode auxiliar significativamente
na compreensao de seus impactos, e na tomada de decisdes que ajudem a poupar 0 ecossistema
dos impactos negativos por si causados, sendo a invasdo de espécies a segunda maior ameaca para
a perda da biodiversidade (Bezeng e Van der Bank, 2019).

Uma das tecnicas praticas e de baixo esfor¢o amostral para confirmar a presenca e colonizacao de
espécies exoticas no ambiente é a de ADN ambiental eDNA (NISC,2022).

A técnica do eDNA, permite detectar a presenca do ADN libertado por animais e plantas quer seja
na agua, solo, sedimento e ar, e permite a identificacdo taxonémica precisa de espécies baseada
em marcadores moleculares (NISC, 2022). Estas amostras sdo Uteis para determinar a presenca ou
auséncia da espécie-alvo ou para caracterizar a biodiversidade de uma comunidade ecoldgica
(NISC,2022; Alex et al.,2021).

O uso da amostragem de eDNA permite inferir sobre a presencga ou auséncia da especie, quer seja
nativa ou exaética e mesmo quando apenas um (1) ou alguns estdo presentes na area de interesse,
incluindo individuos pequenos, cripticos ou dificeis de diferenciar morfologicamente (NISC,
2022Alex et al.,2021).



O ADN pode durar uma estagdo no ambiente, particularmente na agua, porém esta duracéo pode
variar em mais ou em menos tempo dependendo da taxa do fluxo da &gua do rio ou estuario. Tendo
em conta a caracteristica dos estuarios quanto ao fluxo da &gua, o ADN pode durar mais que uma
estacdo completa. E, esta tecnica permite ainda detectar a presenca da espécie-alvo ao longo do
ano (Alex et al, 2021).

Apesar da técnica permitir detectar a presenca da espécie alvo sem muito esforco amostral é
importante confirmar a presenca da espécie antes que se colha a amostra, pois € a partir desta
validacédo que se confirma a ocorréncia da espécie-alvo nos locais onde as amostras serao colhidas,
e deste modo se pode comparar os resultados da validacdo com os resultados obtidos através da
técnica do eDNA (Darling, 2019; Alex et al., 2021).

Adoptar unicamente a técnica do eDNA sem a validacao pode fazer cair em um erro falso positivo.
E importante usar os métodos tradicionais para confirmar a ocorréncia da espécie-alvo, métodos

tradicionais como a captura e visualizagdo (Darling, 2019).

S0 escassos estudos sobre as espécies exdticas no territorio nacional, principalmente no que diz
respeito as areas de viveiro por si ocupadas nas fases de juvenis e sua sobreposicdo de nicho com

as espécies nativas em fase juvenil.

O presente estudo pretende, aplicando a técnica de eDNA identificar areas de viveiro da Baia de
Maputo, ocupadas pelas espécies exoticas de camardo, afim de colher informacdo que sera util
para as autoridades de maneio, de modo a desenvolver estratégias para 0 monitoramento das
espécies exoticas, bem como obterem informagdo para desenhar um plano de gestdo para as
espécies nativas, afim de evitar danos futuros, como a perda destas espécies de elevada importancia

para o pais.



1.1. Problema e justificativa

1.1.1 Problema
Em Mocambique nos Gltimos tempos as pescarias de camardo vem registando reducao dos niveis
de captura (Malauene, 2015). Criando um desequilibrio no ecossistema e na economia do Pais,
varias causas estdo relacionadas a esta reducéo, causas antropicas como a sobrepesca, destruicdo
dos ecossistemas, uso de redes nocivas, que suscitaram o interesse de gestores para a criagéo e
implementacdo de medidas de gestao e controlo das pescarias (Sousa et al., 2011) Contudo apesar
dos esforcos empregues pelas entidades de gestdo tem se registado ainda a reducdo destas
pescarias, 0 que pode estar relacionado a causas naturais como a ocorréncia de espéecies exaticas e
talvez as mudancas climaticas. S&o escassas informacdes e dados detalhados sobre as espécies
exoéticas de camardo que ocorrem na Baia, porém a bibliografia indica possuirem um nicho

ecologico semelhante ao das espécies nativas (Dall,1990).

Sera que as duas espécies exoticas de camardo colonizaram todas as areas de viveiro

(estuarinas) da Baia de Maputo?

1.1.2. Justificativa
As espécies exdticas possuem um ciclo de vida semelhante ao das espécies nativas (Dall, 1990)
ambas passam parte do seu ciclo de vidas em areas de viveiro na fase de juvenil e, apds algum

tempo migram para a area de pesca na fase adulta.

Tendo a presenca das espécies exdticas na Baia de Maputo sido acompanhada por uma reducao
das capturas das espécies nativas, visto que presentemente as espécies exdticas representam mais
de 50% das capturas semi-industriais (11P, 2015), surge a necessidade de um estudo pormenorizado
sobre as areas de viveiro natural colonizadas pelas espécies exoticas na sua fase de juvenis, fase

potencial maior vulnerabilidade das espécies nativas em caso de sobreposicdo de nicho.

Trabalhos incluindo as duas espécies exdticas Metapenaues dobsoni e Mierspenaeopsis sculptilis
na sua fase juvenil e sobre aspectos relacionados as areas de viveiro por si ocupadas sdo escassos,
sendo que estas representam perigo para espécies nativas. Pois a invasdo de espécies € a segunda

maior ameaca para a perda da biodiversidade (Bezeng e Van der Bank 2019).



Atraves da técnica do eDNA que € uma ferramenta que permite detectar a presenca de espéecies-
alvo (de estudo) com maior sensibilidade, em pouco tempo, e com menor esforco amostral
(Darling, 2019), acredita-se que se podera gerar informacao que servira de base para as autoridades
de maneio para o desenvolvimento de estratégias de gestdo e protec¢do dos recursos em causa.



2. Objectivos
2.1. Objectivo geral
» Conhecer as areas de viveiro (estuarinas) da Baia de Maputo, ocupadas pelas espécies de
camarao exotico Metapenaues dobsoni e Mierspenaeopsis sculptilis através da técnica do
eDNA.

2.2. Objectivos especificos
> Verificar a eficacia da técnica do eDNA na identificacao de espécies exdticas de camarédo,
presentes nas amostras ambientais de agua, que tenham ocupado as areas de viveiro
estuarinas da Baia de Maputo;
» Confirmar as areas de viveiro da Baia de Maputo colonizadas pelas espécies de camarao

exatico.

3. Hipoteses
As espécies exdticas possuem um ciclo de vida semelhante ao das espécies nativas (Dall, 1990)
ambas passam parte do seu ciclo de vidas em &reas de viveiro na fase de juvenil e, apds algum

tempo migram para a area de pesca na fase adulta.

Considerando que as espécies de camardo exotico Metapenaues dobsoni e Mierspenaeopsis
sculptilis representa em conjunto 50% da captura na pesca semi-industrial, espera-se deste modo,
que estas duas espécies de camardo exoético estejam a colonizar todas as areas de viveiro

(estuarinas) das espécies nativas de camardo na Baia de Maputo.



4. Area de estudo
A Baia de Maputo, localiza-se no Sul de Mogambique (26° 04’S, 34° 45’E) (Figura 1) com uma
largura de 34 km e comprimento de 90 km é limitada a leste pela llha da Inhaca. O clima
predominante é tropical seco, o periodo mais quente do ano ocorre entre os meses de Novembro-
Abril (estagdo chuvosa) e o mais frio, de Maio-Outubro (estagdo seca). A Baia é bem misturada
na maioria das partes, a salinidade e a temperatura média da Baia é de 31 PSU e 26°C
respectivamente, nas partes centrais. As marés sdo semidiurnas com uma amplitude acima dos 3m
(Hoguane, 1998). Resultando no transporte de aguas para o sul durante a maré cheia e com uma
velocidade maxima de 0.8-1.0 m s/1 na parte central da baia, apenas 175Km? da Baia é profunda

(10m) e 250Km? da area fica exposta durante a maré baixa (de Freitas, 1969).

Cinco rios desaguam na Baia de Maputo, dando origem a trés grandes estuarios (Estuario do
Espirito santo, Maputo e Incomati), onde os rios Maputo e Incomati efectuam maiores descargas
na Baia. A maxima descarga ocorre no més de Fevereiro durante a estacdo chuvosa, quando ocorre
a intensificacdo do gradiente de salinidade horizontal proveniente do estuario para dentro da Baia
e a fraca estratificacdo é observada na Baia. Durante a estacdo chuvosa de Maio a Outubro a Baia
torna-se bem misturada e a circulacdo € impulsionada principalmente pelas marés (Canhanga e
Dias, 2014). Os trés estuarios sdo rasos geralmente (<10m) com aguas turvas, a salinidade varia
dos (5-40 PSU) e sdo limitados na maior parte por florestas de mangal (Kramer et al., 2003; Kijper
e Rjin 2011; Scarlet, 2015). E, representam importantes areas de viveiro de camardo na Baia de
Maputo (de Abreu, 2017).

Uma extensa floresta de mangal limita a parte sudoeste da Baia de Maputo, do foz da Baia de
Maputo até a area do Bembe, que é uma enseada costeira rasa com pouca influéncia de dgua doce.
O mangal também é encontrado em parte na Ilha da Inhaca, cujo mangal do Saco da Inhaca
(localizado no Sul da ilha) representa uma importante area de viveiro de camardo (de Abreu, 2017),
e um largo tapete de ervas marinhas (de Boer, 2002). As principais espécies dominantes de mangal
nos estuarios da Baia e ao longo da costa sdo: Avicennia marina, Rhizophora mucronata,

Bruguiera gymnorrhiza e Ceriops tagal (Paula et al., 2014).

Para uma descricdo bioldgica da Baia de Maputo mais detalhada, consultar (de Paula e Bandeira,

2014). Sao desenvolvidos diferentes niveis de actividade nos estuarios, todos séo usados para a



pratica da agricultura intensiva, particularmente a montante, tornando-se vulneravel ao input de

fertilizantes e pesticidas (Scarlet e Bandeira, 2014).
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Figura 1: Mapa da localizacao geografica das areas de amostragem, estuarios da Baia de Maputo,
e 0 Saco da Inhaca na llha da Inhaca. Fonte: ArcGis Adaptado por Victoria Lukoji (2023).
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5. Material e Métodos

5.1. Material

5.1.1. Material para validacdo

>

YV V. V V V V V

Barco

Redes de arrasto (1 x 0,5m boca com malha de 2mm).

Plasticos ziplocks grandes;
Gelo seco

Caixas térmicas

Etiqueta

Marcador

Canetas

5.1.2. Material laboratorial

Bloco de anotagdes;

Lapis e Marcadores;

Congelador;

Frascos com amostras;

Guia de identificag@o de espécies;
Ping¢a;

Sonda multiparamétrica Hanna;

5.1.3. Amostragem de agua

>

YV V. V VYV V

Barco

Garrafas plasticas (5L)
Seringa

Filtro seringa
Membrana de filtro

Luvas

» Luvas;
» Sabdo;
» Kit de extragdo;
» Kit de purificacao;
» Kit de gPCR/PCR;

» Primers

» Tubos falcon
» Gelo seco
» Caixas térmicas
» Etiqueta
» Marcador
» Alcool etilico 99%
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5.2. Metodologia
5.2.1. Amostragem

O presente estudo sera realizado com base em amostras ambientais de agua, a serem colectadas
em Fevereiro de 2025. As amostras de agua serdo colectadas nos trés grandes estuarios da Baia

de Maputo, na area do Bembe e no Saco da Inhaca no periodo diurno em condi¢des de maré morta.

5.2.2. Técnicas de amostragem Defini¢cdo do tamanho da amostra

5.2.3. Validacéo das areas de amostragem

A validacao seré feita em todos os pontos de amostragem predeterminados, Estuario do Espirito
Santo, do Rio Incométi, do Rio Maputo, e na area do Bembe e no Saco da Inhaca, usando os
métodos tradicionais de captura e visualiza¢do através de redes de arrasto de superficie (1 x 0,5m
boca com malha de 2mm) descrito em de Abreu (2017) O objetivo desta validacdo é de reforcar a
técnica do eDNA, confirmando a ocorréncia desta espécies e consequentemente o seu ADN

libertado naquela area.

5.2.4. Trabalho de campo-amostragem da agua

Fazendo uso de um barco com motor fora de bordo, serdo colhidas amostras de agua 2 litros em
dois pontos de cada area da amostragem. Um ponto sera proximo a boca dos estuarios e da abertura
do Saco da Inhaca e da area do Bembe para a Baia. O segundo ponto sera no interior dos estuarios,
e do Saco da Inhaca e da area do Bembe. Nos estuarios este ponto sera definido pelo limite da
salinidade referente ao limite fisioldgico inferior de tolerancias das espécies de camardo e no Saco
da Inhaca e na area do Bembe iré ser considerado no limite da franja de Avicennia marina que
limita estas areas. Durante a amostragem serdo colhidos de igual forma os parametros fisico-
quimicos da agua, fazendo uso de uma sonda multiparamétrica (parametros medidos: temperatura
(0C), salinidade (PSU), turbidez (NUT), pH e profundidade (m).

Cada amostra de 2 litros sera colectada em um balde, e transferidas para garrafas pet de 2 litros, e
serdo encaminhadas para o Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo Mondlane onde
serdo utilizados aparelhos de filtragem especificos que utilizam bombas de vacuo para acelerar a
filtracdo. Apds a filtragdo o filtro é transferido com pinga estéril para um tubo de falcon com etanol
a 99% ou para um tubo do kit PowerWater DNeasy (Qiagen). Os tubos serdo transportados do

local da filtracdo para o Laboratdrio de Caracterizacdo Genética do Museu de Historia Natural em
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gelo numa caixa térmica. Onde serdo armazenados no congelador a temperatura de -20°C até a
extracdo do ADN.

5.2.5. Tratamento laboratorial
Extracdo do DNA

1.

O equipamento de laboratdrio sera desinfetado com solucéo de alvejante a 10% e etanol e
descontaminados sob luz ultravioleta e;

Os filtros serdo removidos e preservados em etanol 99% e serdo deixados a secar em placas
de Petri esteéreis;

De seguida os filtros serdo dobrados (ou rasgados) e serdo colocados em microtubos de 1,5
mL Seréo adicionados 500 pl de tampdo ATL se estiver usando o DNEasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen) ou o tampdo do Water power Kit (Qiagen) o Power Water DNA
Isolation Kit (MoBio, Hilden, Germany);

Serdo incubados com 50 ul de proteinase K durante a noite a 37°C ou 56°C por 2h em uma
plataforma oscilante (200 rpm);

Antes de prosseguir com a extracao, sera removido todo o filtro com uma pinca estéril. Em
caso de um filtro fragmentado, ira se centrifugar e separar o sobrenadante em um novo
tubo;

De seguida sera feita a extracdo do ADN de acordo com o protocolo padrédo do fabricante.
O ADN extraido sera eluido num volume de elui¢do 100 ul. O ADN eluido sera purificado
usando o OneStep PCR Inhibitor Removal Kit (Zymo Research, Irvine, CA, EUA) com
um volume final de 100 pl (Alex et al., 2021).

5.2.6. Desenho dos primers e sondas especificas

1.

O desenho dos primers e sondas so sera feito no caso de os primers e ensaios de PCR ja
testados para as duas espécies-alvo ndo sejam indicados na literatura.

Os primers especificos das espécies Metapenaues dobsoni e Mierspenaeopsis sculptilis,
serdo desenhados visando o gene mitocondrial da subunidade 1 da citocromo C Oxidase
(COIl) das espécies alvo, serdo projetados usando o software Geneious Pro R10 ou o
software UGENE ou o software Primer3. Para gPCR, uma sonda 6-FAM marcada é

desenhada para complementar o forward and reverse primers para aumentar a
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especificidade da reacdo. Isso resultara na amplificacdo de um fragmento de 2.000 p/b de
ADN da regido COI quando amplificado.

3. Sequéncias de diferentes espécies estreitamente relacionadas, que sdo taxonomicamente
semelhantes e provavelmente presentes nos mesmos habitats, serdo utilizadas durante o

desenvolvimento e avaliacdo da sensibilidade e especificidade do ensaio.

5.3. Deteccdo do gene subunidade 1 da citocromo C Oxidase (COIl)
1. A reacdo de PCR sera preparada em tubos de paredes finas usando o sistema de PCR
GeneAmp 2700 (Applied Biosystems).

2. Sera feita uma MasterMix de PCR contém os seguintes componentes: 2,5 unidades de Taq
DNA polimerase.

Buffer de PCR com 1,5 mM de MgClI2.

200 uM de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTP).
0,2 UM do primer PA.

0,2 uM do primer PD.

10 puL do ADN molde.

V V V VYV VYV V

O volume total da reagéo é de 100 pL.

5.3.1. CondicGes de Ciclagem do PCR
1. As amostras serdo desnaturadas a 95°C por 15 minutos. Este inicio quente serd utilizado

para evitar a amplificacdo ndo especifica.

N

A amplificacdo consistira em:

Pré-desnaturacdo a 94°C por 3 minutos
Desnaturacdo a 94°C por 30 segudos
Recozimento a 60°C por 30 segundos
Anelamento a 58°C por 1 minuto.
Extensdo a 72°C por 1 minuto.

Um total de 32 ciclos sdo realizados.

vV V V VYV V V V

Extenséo do complexo a 72°C por 10 minuto.
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Nota: Controles negativos com agua destilada estéril no lugar do DNA molde serdo incluidos para

verificar a contaminacao.

5.3.2. Analise do produto de PCR
1. O produto de PCR sera detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%, e o produto
nico e brilhante da tira de eletroforese foi selecionado para extragdo em gel usando um kit de
extracdo em gel (OMEGA). O tamanho do fragmento do produto de PCR foi determinado
usando uma escada de ADN de 2.000 pb.

Purificacdo dos Produtos de PCR

1. Os produtos de PCR serao purificados usando o kit de Extracdo de Gel QlAquick (Qiagen)
seguindo as instrucdes do fabricante.

2. O produto de PCR purificado foi armazenado a -20°C. As etapas experimentais especificas

referem-se as instrugdes.

Clonagem e Sequenciamento

1. Os produtos de PCR purificados serdo ligados ao vetor plasmidico pMD-18-T (TaKaRa).

2. Dez microlitros do produto de ligagdo serdo adicionados a 100 uL. de células competentes

DH5a (TaKaRa) e colocados em gelo por 30 min.

3. O plasmideo recombinante serdo transformado em células competentes por choque térmico

a 42 °C durante 1 min.

4. Os tamanhos corretos dos insertos serdo determinados por PCR usando primers forward e

reverse, seguido de eletroforese em gel de agarose a 2%.

5.4. PCR quantitativa
1. A PCR quantitativa sera realizada em volume final de 25 IL usando 3 IL de ADN modelo,
125 IL de TagMan EnvironmentalMaster Mix 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, California,
EUA), 65 1L de ddH-0, 1 IL de cada primer (10 IM) e 1 IL de sonda (25 IM) sob ciclagem
térmica 50 °C por 5 min e 95 °C por 10 min, seguidos de 55 ciclos de 95 °C por 30 s e 56 °C

por 1 min.
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3. As amostras serdo processadas em 12 réeplicas em um sistema de detecgdo de PCR em
tempo real BIO-RADCFX96 Touch (Hercules, Califérnia, EUA).

4. O ADN de Metapenaues dobsoni e Mierspenaeopsis sculptilis sera extraido de uma
amostra de tecido, utilizando DNA blood and Tissue kit (Qiagen) seguindo as instrucdes do
fabricante. O ADN extraido sera quantificado utilizando um NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, EUA).

6. Uma curva padrdo serd estabelecida analisando uma série de diluicdes 1:10 de ADN
extraido de amostras das espécies alvo. As diluicGes serdo feitas de 1071 a 107° com réplicas

usadas para cada uma das etapas de diluicdo.

7. Definiremos o LOD (Limite de detencdo) como a ultima diluicdo na curva padréo na qual

0 eDNA ¢é detectado com um ciclo limiar (Ct) abaixo de 45.

8. O Limite de Quantificacdo (LOQ) sera definido como a Gltima dilui¢do na curva padrao na
qual o eDNA ¢é detectado e quantificado em pelo menos 90% das replicagdes gPCR com um

ciclo de limiar abaixo de 45.

5.5. Anélise de dados
Os dados moleculares serdo analisados usando softwares bioinformaticos (MEGA, Geneious)
especificos, e o Software R (ANOVA estatistica) para a analise multivariada e para a Regresséao

linear.

Sequenciamento - Que sera o processo de determinacdo da sequéncia de nucleotideos, em um
pedaco de ADN que seré a leitura do ADN, o que vai possibilitar a identificacdo da espécies
presentes na amostra ambiental de agua, este sera efectuado na Macrogen. usando amostras de
produto de PCR.

Regressdo Linear - Esta técnica de analise de dados ajudara a prever o valor dos dados
desconhecidos usando outro valor de dados relacionado e conhecido, esta pretende avaliar a

relacdo dos dados projetados e estudar a relagdo entre as duas variaveis.

Analise multivariada - Esta técnica permitird avaliar em simultaneo diversas variaveis do

conjunto de dados, aumentado a fiabilidade dos dados obtidos a partir do sequenciamento.
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7. Cronograma

Tabela 1: Cronograma de actividades da presente proposta de trabalhao.

Més

De realizagéio Fevereiro | Margo | Abril Maio Junho Julho | Agosto

Etapas por

Realizar

1. Revisdo bibliografica

2. Validacgdo das areas

3. Amostragem

4., Tratamento de dados

5. Anélises laboratoriais

6. Redacédo do relatorio

7. Revisdo do relatério

final

8. Submissao do

relatério
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7. Orcamento

O presente estudo terd os seus custos cobertos pelo projeto Biodiversity for Mozambique

(BIOFORMO2).

Tabela 2: Orcamento dos itens necessarios para a materializacdo do presente estudo.

Descricdo dos itens

Redes de arrasto*
Barco*
Sonda

Multiparametrica
Hanna*

Garrafas plasticas
Etiquetas

Plasticos ziplocks
Botas impermeaveis
Congelador*
Marcadores

Bloco de anotacGes
Canetas

Frascos

Luvas

Pinca

Sabdo

Gelo seco

Quantidade-necessaria Custo-unitario

8
10
5 pacotes

1 par

1 pacote
1
1

20KG

(Mtn)

1,067.00
120.00
200.00

500.00

50.00
50.00
10.00
820.00
830.00
548.00
100.00

5,000.00

Custo-total (Mtn)

8,536.00
1,200.00
2,000.00

500.00

100.00
50.00
10.00
4,100.00
830.00
548.00
100.00

5,000.00
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Caixa térmica
Filtro de seringa
Membrana de filtro
Tubos falcon
Alcool etilico 99%
Transporte

Kit Big Dye v3.1 Kit
de sequenciamento de
Ciclo Terminator 100

reacoes
Kit de purificagéo

Kit PCR, Promega
Master Mix

Primers
Agua Destilada (5L)

Solucdo de extracéo
CTAB

Total

2
8
8
10

2,5L

500.00
776.00
1,230.00
1,600.00
2,500.00
2,000.00

193,077.19

45,000.00

87,825.70

48,097.56
300

7,800.78

1,000.00
6,208.00
9,840.00
1,600.00
2,500.00
2,000.00

193,077.19

45,000.00

87,825.70

96,195.56
1,200.00

7,800.78

431,211.23

*: Disponibilizado e custos cobertos pelo grupo de Ecologia Marinha do DCB.
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