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RESUMO GERAL

A espécie Alouatta belzebul, conhecida como guariba-de-mé&os-ruivas, espécie
Vulneravel a extingdo, ocorre na Amazdnia e no Centro de Endemismo Pernambuco
(CEP), trecho da Mata Atlantica altamente devastado, localizado ao norte da foz do
rio Sdo Francisco. A fragmentagdo do habitat € uma das principais ameagas a
conservacao deste primata, afetando sua distribuicdo e comportamento, como
vocalizagdo e movimentagdo. Um dos principais objetivos desta pesquisa foi validar
métodos n&o invasivos para detecgao da espécie em fragmentos florestais do CEP,
localizados nos estados de Alagoas, Paraiba e Rio Grande do Norte, usando
amostras de agua e do conteudo estomacal de moscas e mosquitos, através do
emprego das abordagens de DNA ambiental (eéDNA) e DNA derivado de invertebrados
(iDNA), respectivamente. Além disso, uma analise de modelagem de distribuicdo de
espécies (SDM) foi empregada para prever areas potenciais de ocorréncia da
espécie, usando variaveis ambientais relevantes, como precipitagdo, temperatura e
cobertura do solo. O uso combinado de tais metodologias se mostrou uma alternativa
eficaz para identificar a espécie e prever areas de sua ocorréncia, contribuindo
efetivamente para o monitoramento e conservacao da espécie. Os resultados
mostraram que o iDNA possibilitou a detec¢do de A. belzebul na area de estudo,
revelando novas areas de ocorréncia da espécie em Alagoas e Pernambuco. As
analises de modelagem indicaram que areas com maior altura do dossel e cobertura
arborea sdo essenciais para a conservacao da espécie. A relagao entre a presenca
da espécie e variaveis ambientais destaca a importancia da integridade do habitat
para a sobrevivéncia de A. belzebul. Esses achados podem auxiliar a identificar areas
mais propicias a criacdo de corredores ecoldgicos e areas criticas ou prioritarias para
a conservagao da espécie, contribuindo para apoiar politicas publicas voltadas a
conservacao da espécie no CEP. Desta forma, os resultados deste trabalho
acrescentam nao apenas informacdes relevantes sobre a distribuicdo atual e
potencial de A. belzebul no CEP, mas se mostram uteis para orientar agdes de manejo
e monitoramento da espécie. Adicionalmente, o uso combinado de métodos
alternativos de deteccdo de espécies, como eDNA e iDNA, com analises de
modelagem de distribuicdo de espécies, empregado neste estudo, se constitui um
modelo relevante que pode ser aplicado a outras espécies ameagadas em regides
fragmentas, similares a estudada. Este trabalho, portanto, avanga ndo apenas no
conhecimento sobre a distribuicdo e ecologia de A. belzebul, mas também fornece
ferramentas praticas voltadas ao monitoramento e conservacao da biodiversidade.

Palavras-chave: Fragmentagdo de habitat; Mata Atlantica, Genética da conservagéo;
Modelagem de distribuicdo de espécies; Novas ocorréncias.



ABSTRACT

The species Alouatta belzebul, known as the red-handed howler monkey, is classified
as Vulnerable to extinction and occurs in the Amazon and the Pernambuco Endemism
Center (PEC), a highly devastated segment of the Atlantic Forest located north of the
Sé&o Francisco River mouth. Habitat fragmentation is one of the main threats to the
conservation of this primate, affecting its distribution and behavior, such as
vocalization and movement. One of the primary objectives of this research was to
validate non-invasive methods for detecting the species in forest fragments of the
PEC, located in the states of Alagoas, Paraiba, and Rio Grande do Norte, using water
samples and the stomach content of flies and mosquitoes, through the employment of
environmental DNA (eDNA) and invertebrate-derived DNA (iDNA) approaches,
respectively. Additionally, a species distribution modeling (SDM) analysis was
employed to predict potential occurrence areas of the species, using relevant
environmental variables, such as precipitation, temperature, and land cover. The
combined use of these methodologies proved to be an effective alternative for
identifying the species and predicting its occurrence areas, contributing to the effective
monitoring and conservation of the species. The results showed that iDNA enabled
the detection of A. belzebul in the study area, revealing new areas of occurrence in
Alagoas and Pernambuco. Modeling analyses indicated that areas with higher canopy
height and tree cover are essential for the conservation of the species. The relationship
between the species' presence and environmental variables highlights the importance
of habitat integrity for the survival of A. belzebul. These findings can help identify areas
most suitable for the creation of ecological corridors and critical or priority areas for
the conservation of the species, supporting public policies aimed at the conservation
of the species in the PEC. Thus, the results of this study not only add relevant
information about the current and potential distribution of A. belzebul in the PEC but
also prove useful for guiding management and monitoring actions for the species.
Additionally, the combined use of alternative methods for species detection, such as
eDNA and iDNA, with species distribution modeling analyses employed in this study
constitutes a relevant model that can be applied to other threatened species in
fragmented regions similar to the one studied. This work, therefore, advances not only
the knowledge about the distribution and ecology of A. belzebul but also provides
practical tools aimed at the monitoring and conservation of biodiversity.

Keyword: Habitat Fragmentation; Atlantic Forest; Conservation Genetics; Species
Distribution Modeling; New records.
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| INTRODUGAO GERAL

.1 CONTEXTUALIZACAO DA PROBLEMATICA

As espécies pertencentes ao género Alouatta (Familia Atelidae) sé&o
popularmente conhecidas como bugio, guariba, macaco-uivador ou barbudo. Os
bugios sao primatas neotropicais (Parvordem Platyhrrini) de grande porte que
possuem cauda preénsil, além de um aparato 6sseo hioide desenvolvido e modificado
em um complexo de ressonéancia responsavel pela grave vocalizag&do, audivel a
longas distancias (Corréa, 2012). Este género ocorre desde o estado de Vera Cruz,
no México, até o estado do Rio Grande do Sul, no Brasil, e em Corrientes, na
Argentina, ocupando distintos biomas na América do Sul e América Central, incluindo
florestas primarias e secundarias e habitats degradados devido a interferéncia
humana, tais como fragmentos florestais de poucos hectares (Bicca-Marques, 2003;
Gregorin, 2006).

E sabido que a fragmentacdo do habitat provoca a diminuicdo no tamanho da
area de distribuicdo das espécies de Alouatta, podendo promover mudangas na
composi¢cdo vegetal e consequentemente na dieta alimentar desses animais,
aumentando, por exemplo, o consumo de folhas em detrimento de frutos. Assim, os
bugios podem recorrer preferencialmente as folnas em ambientes fragmentados, nos
quais ha falta de frutos carnosos, e, dessa forma, aumentar sua densidade
populacional nos estagios iniciais de fragmentacdo do habitat (Arroyo-Rodriguez &
Dias, 2010; Bicca-Marques, 2003). No entanto, com o passar do tempo, a perda de
capacidade de suporte do ambiente fragmentado, em geral, causa redugao
populacional (Arroyo-Rodriguez & Dias, 2010).

Um exemplo de sucesso de intervengao para conservagdo do género foi a
criacdo da Reserva Biologica Guaribas, na Paraiba, em 1990 e reintrodugdo da
espécie Alouatta belzebul (Linnaeus, 1766) (IBAMA, 2003). O programa de
reintroducao da espécie se deu a partir de 1998 com diversas acdes de translocagdes
ao longo dos anos, totalizando cerca de 24 individuos translocados até 2017, com
evidéncias de reprodugao (Coimbra; Buss; Bocorny de Azevedo, 2022).

Em ambientes fragmentados, a frequéncia e o tipo de vocalizagao realizada
pelos bugios também podem se modificar. Considerando que as vocalizagdes mais

altas e audiveis a longas distadncias s&o usadas, na maioria das vezes, para defesa
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territorial em relagdo a outros grupos, estas perdem sua relevancia em ambientes
fragmentados, uma vez que encontros entre grupos competidores tendem a diminuir,
devido a auséncia de conectividade entre os fragmentos (Gaspar, 1997; Steinmetz,
2000). Neste cenario, os rugidos caracteristicos do género perdem sua utilidade e
passam a ser menos frequentes, o que pode causar a falsa impressao de que esses
primatas n&o estdo presentes na regidao, comprometendo o levantamento de dados
de ocorréncia das espécies via métodos tradicionais, baseados, por exemplo, em
entrevistas as comunidades locais, as quais passam a relatar que ndo mais escutam
0s animais na regido.

Considerando que a fragmentagdao de habitats tem sido um dos principais
fatores responsaveis pelo aumento de extingdes locais de distintas espécies de
primatas (Arroyo-Rodriguez et al., 2013), incluindo bugios (Arroyo-Rodriguez & Dias,
2010; Bicca-Marques et al., 2019), o desenvolvimento de novas tecnologias que
permitam detectar a presenga de uma espécie de forma eficaz em ambientes
fragmentados se torna relevante para o monitoramento e levantamento da
biodiversidade local. Dentre as tecnologias atuais que facilitam e aumentam o poder
de deteccdo de espécies, e consequentemente seu monitoramento, as analises
genético-moleculares de dados gerados pelo emprego das abordagens de DNA
ambiental (eDNA) e DNA derivado de invertebrados (iDNA) tém se mostrado
eficientes, especialmente, no caso do estudo de espécies raras e/ou com habitos
elusivos (Banerjee et al., 2021).

Além dos estudos de eDNA e iDNA, analises de modelagem de distribuicdo de
espéecies podem auxiliar a predizer possiveis habitats adequados a ocorréncia de uma
espécie (Larson; Millspaugh; Thompson, 2009). Essa abordagem envolve relacionar
as ocorréncias conhecidas de uma espécie com as condigdes ambientais nesses
locais e, em seguida, usar essa relagdo para estimar a distribuicdo potencial da
espécie em uma paisagem mais ampla (Douglas et al., 2016; Hefley e Hooten, 2016).
Dessa forma, a modelagem de distribuicio de espécies pode reduzir
significativamente os requisitos de amostragem de campo, pois concentra os esforgos

em areas mais promissoras (Garcia-Rosell6 et al., 2019; Hefley e Hooten, 2016).
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1.2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS E HIPOTESE DE TRABALHO

Considerando o contexto apresentado, o presente trabalho teve como objetivo
geral avaliar a presenca de A. belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP),
através do emprego das abordagens de eDNA e iDNA, por meio, respectivamente, de
amostragens da agua e do material ingerido por moscas e/ou mosquitos, realizadas
em distintos fragmentos florestais, visando auxiliar o aprimoramento do levantamento
da ocorréncia atual da espécie na regiao, e colaborar com os 6rgaos responsaveis
pelos programas de conservagdao de A. belzebul. Além disso, uma analise de
modelagem ambiental foi conduzida, utilizando dados de ocorréncia e auséncia da
espécie disponiveis na literatura e nos achados obtidos neste trabalho, a partir das
analises de eDNA e iDNA, objetivando indicar areas potenciais que a espécie
preferencialmente poderia ocupar, visando auxiliar os érgdos competentes, através do
fornecimento de dados relevantes para estabelecer estratégias de manejo e
conservagao como, por exemplo, a introdugao ou reintrodugao da espécie.

Com base nos resultados obtidos para as areas onde foi confirmada a presenca
atual de A. belzebul, verificamos também se a ocorréncia ou nao da espécie esta
associada a variaveis relacionadas ao fragmento estudado, visando testar a seguinte
hipétese de trabalho: Areas de menor cobertura florestal e maior influéncia humana
sao mais propensas a promover extingdes locais em populagdes de A. belzebul.

Para alcancgar os objetivos gerais de trabalho e testar a hipétese levantada, os
seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

Validar as metodologias baseadas em eDNA e iDNA como ferramenta para
deteccao de A. belzebul,

Comparar a eficiéncia de detecgao da espécie-alvo por meio de eDNA/IDNA
em amostras de agua, moscas e mosquitos;

Realizar uma analise de modelagem de distribuicdo de espécies visando
entender a influéncia de variaveis e atributos da paisagem para ocorréncia da espécie
e estabelecer areas prioritarias para A. belzebul,

Gerar dados relevantes sobre a distribuicdo da espécie nos diferentes

fragmentos do CEP, uteis aos programas de conservagéao e manejo de A. belzebul.
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Il MATERIAL E METODOS, RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os objetivos propostos e a hipotese a ser testada, trés capitulos,
reportando os principais métodos empregados e resultados obtidos e discutidos sao
apresentados nesta dissertacdo no formato de possiveis manuscritos, a serem
submetidos futuramente a publicacéo.

O primeiro capitulo apresenta os dados de detecgao da espécie no CEP por
DNA derivado de invertebrados (iDNA) e DNA ambiental (eDNA) de amostras de agua.
Ja o segundo capitulo descreve o desenvolvimento de uma ferramenta computacional,
nomeada eDNAnNalyzer, para processamento dos dados resultantes da atribuigao
taxondmica em analises de metabarcoding. Por fim, o terceiro capitulo trata das
analises de modelagens de distribuicdo de espécies para A. belzebul, utilizando dados
da literatura e os resultados obtidos nas analises de IDNA e eDNA, reportando a
presenca ou auséncia da espécie. Os trés capitulos apresentam uma breve revisao
da literatura, material e métodos, resultados e discussao, além da lista de referéncias

bibliograficas e de um resumo inicial, conforme descrito a seguir.
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CAPITULO 1 - NOVOS REGISTROS DE AREAS DE OCORRENCIA PARA Alouatta
belzebul (Linnaeus, 1766) (GUARIBA-DE-MAOS-RUIVAS) NO CENTRO DE
ENDEMISMO PERNAMBUCO (CEP)

RESUMO

E sabido que a fragmentac&o e a perda do habitat promovem diminuicdo no tamanho
da area de distribuicdo das espécies, podendo alterar habitos alimentares e
comportamentais e promover extingdes locais. Neste contexto, os métodos
tradicionais de deteccdo de espécies se tornam ainda mais desafiadores e menos
efetivos, especialmente para espécies raras e/ou com habitos elusivos, como € o caso
de Alouatta belzebul, um primata Neotropical categorizado como “Vulneravel” (VU),
devido principalmente os drasticos declinios populacionais ocorridos nas ultimas
décadas. Endémica do Brasil, esta espécie apresenta distribuigao disjunta, ocorrendo
na Amazodnia e na Mata Atlantica. Na Mata Atlantica, as populagdes de A. belzebul
estdo restritas a fragmentos florestais com tamanhos reduzidos e/ou forte influéncia
humana. No presente estudo, ndés empregamos as abordagens de DNA ambiental
(eDNA) e DNA derivado de invertebrados (iDNA) para inferir sobre a presenga ou
auséncia desta espécie em 13 fragmentos remanescentes do Centro de Endemismo
Pernambuco (CEP), uma area de Mata Atlantica de ocorréncia atual e histérica da
espécie, altamente impactada pelas atividades antrépicas. Para tal, foram realizadas
coletas de agua, moscas e mosquitos; e implementadas andlises de metabarcoding
utilizando mini-barcodes dos genes 12SrRNA e 16SrRNA. Apds amplificacao,
sequenciamento e analise computacional dos dados, A. belzebul foi detectada em
sete das 13 areas estudadas, sendo que trés delas representam registros inéditos
para ocorréncia da espécie. Ndo houve deteccdo da espécie em duas areas com
registro prévio de ocorréncia da espécie. Os nossos achados revelaram que o uso do
iDNA de moscas e do mini-barcode 16SrRNA foi a combinacao mais eficiente para
detectar A. belzebul no CEP. O 16SrRNA detectou a espécie em sete areas, sendo
trés detecgdes exclusivas com este marcador e quatro detec¢gdes compartilhadas com
o 12SrRNA. As moscas também detectaram a espécie em sete areas, sendo cinco
deteccdes exclusivas com este amostrador e duas detecgdes compartilhadas com os
mosquitos. Ndo houve nenhuma detec¢do exclusiva com o 12SrRNA e/ou com
mosquitos, indicando que o uso de ambos mini-barcodes e ambos amostradores
parece ser desnecessario para detectar A. belzebul, ao menos nestas localidades,
aumentando o custo e o esforgo de coleta, sem beneficios adicionais. Este estudo
demonstra a eficacia do iDNA como uma ferramenta relevante para detecgao de A.
belzebul, e fornece informagdes importantes para a elaboragdo de protocolos
otimizados que visem o monitoramento da espécie, e também seu manejo e
conservagao, como previsto no Plano de Acao Nacional para Conservacdo de
Primatas do Nordeste (PAN-PRINE).

Palavras-chave: Metabarcoding, ecologia molecular, genética da conservagao.
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1.1 INTRODUCAO

A técnica de DNA ambiental (eéDNA) se refere a obtengdo de material genético
extraido a partir de amostras coletadas do ambiente de estudo, como por exemplo, de
agua, solo ou ar. Estas amostras podem conter vestigios das espécies e/ou
subprodutos das atividades destas, tais como fezes, muco e saliva, que sdo deixados
no ambiente e que podem conter DNA, o qual pode ser recuperado através do
emprego de métodos apropriados (Howell; LaRue; Flanagan, 2021; Clare et al., 2022).

Os primeiros trabalhos que utilizaram a abordagem de eDNA para
monitoramento de fauna envolviam espécies aquaticas, principalmente peixes
(Macher et al., 2021). Entretanto, esta metodologia tem se mostrado cada vez mais
valiosa para detecgao também de espécies terrestres (Pedersen et al., 2015). Analises
de eDNA em amostras de agua (Mena et al., 2021; Ushio et al., 2017; Williams et al.,
2018), solo (Clare et al., 2022), e até mesmo ar (Pedersen et al., 2015), ja
demonstraram a eficiéncia desta técnica para detectar distintas espécies de
mamiferos, incluindo primatas (Abrams et al., 2019; Coutant et al., 2021; Ushio et al.,
2017). Apesar de seu enorme potencial, o emprego deste método em regides
neotropicais ainda é muito incipiente (Carvalho et al., 2021).

Uma outra ferramenta para a amostragem indireta de DNA de espécies focais
utiliza espécies de invertebrados como amostradores de material genético de
vertebrados, incluindo mamiferos. Este método definido como iDNA, DNA derivado de
invertebrados ou DNA ingerido, consiste na coleta de invertebrados, geralmente
espécies hematofagas ou saprofagas, e extragdo de seu DNA total, juntamente com
o conteudo ingerido, o qual possui DNA das diferentes espécies das quais o
invertebrado se alimentou (Abrams et al., 2019). Dentre os principais invertebrados
utilizados como amostradores estdo os mosquitos, as moscas e 0s sanguessugas
(Abrams et al., 2019; Carvalho et al., 2021; Ji et al., 2022; Kocher et al., 2017; Massey
et al., 2021). Estudos utilizando esta metodologia ja demostraram sua eficiéncia para
detecgdo de primatas, incluindo os bugios (Lynggaard et al., 2019; Rodgers et al.,
2017; Saranholi et al., 2023).

No presente trabalho, n6s empregamos ambas as abordagens de eDNA e iDNA
para detectar a presenca de um primata Neotropical endémico do Brasil, categorizado
como “Vulneravel (VU)”, segundo a Unido Internacional para Conservagdo da

Natureza, IUCN (Valenga-Montenegro et al., 2021) e o Livro Vermelho da Fauna
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Brasileira Ameagada de Extingdo, publicado pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacgao da Biodiversidade, ICMBio (Valenga-Montenegro et al., 2018): Alouatta
belzebul (Linnaeus, 1766).

De acordo com levantamentos recentes do ICMBio, ha indicios de que a
distribuicdo atual de A. belzebul esta reduzida em relagdo a sua area de ocorréncia
histérica (Valengca-Montenegro et al., 2018), devido principalmente as atividades
antropicas relacionadas ao desmatamento, agricultura, pecuaria, expansao urbana,
assentamentos rurais e cacga. Por conta disso, A. belzebul esta listada também no
Apéndice Il da CITES (Convencédo sobre o Comércio Internacional de Espécies
Ameacadas de Fauna e Flora Silvestres) e esta inserida no Plano de Agao Nacional
para a Conservagao dos Primatas Amazdnicos (PAN Primatas Amazénicos, 2019) e
no Plano de Acdo Nacional para a Conservagdo dos Primatas do Nordeste (PAN-
PRINE, 2019).

Conhecida popularmente como bugio-de-maos-ruivas ou guariba-de-maos-
ruivas, devido a coloracdo avermelhada de suas maos (Figura 1.1), A. belzebul
apresenta distribuigdo disjunta, com populagdes que ocorrem na Floresta Amazdnica
e na Mata Atlantica. As populagdes de A. belzebul da Amazdnia ocorrem nos estados
do Para (PA), Tocantins (TO) e Maranhao (MA), e tém seu limite de distribuigdo na
Mata dos Cocais, localizada no Maranhao e Tocantins, onde a distribuicdo geografica
coincide com os limites do bioma Amazdnico. Ao norte, a espécie € limitada pelo rio
Amazonas, e a oeste, o rio Xingu parece ser o limite de ocorréncia das populagdes
amazobnicas. Grande parte da distribuicdo da espécie na regido Amazdbnica esta
incluida no Arco do Desmatamento, area de intensa atividade agricola localizada na
regidao de transicdo entre Cerrado e Amazénia (Morandi et al., 2016; Valenca-
Montenegro et al., 2018).

Na Mata Atlantica, a area de ocorréncia da espécie consiste no Centro de
Endemismo Pernambuco (CEP), uma das areas de Mata Atlantica mais devastadas
do Brasil (Figura 1.2), com cerca de apenas 2% de sua area total conservada
atualmente (Lima et al., 2020; Pontes et al., 2007; Tabarelli et al., 2005), que incluem
os estados de Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN), Paraiba (PR) e Alagoas
(AL), na regido nordeste do pais, na qual a espécie esta limitada ao sul pelo rio Sao
Francisco e a leste pelo Oceano Atlantico (Coimbra-Filho; Camara; Rylands et al.,
1995; Valenga-Montenegro et al., 2018).



24

Figura 1.1 - Espécime de Alouatta belzebul. Fonte: Alex Da Riva, CC BY-SA 3.0
<https://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0>, via Wikimedia Commons.
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Figura 1.2 - Mapa do Centro de Endemismo Pernambuco. Em cinza a area original coberta
por vegetacdo e em verde os fragmentos florestais atuais que formar a vegetacédo do CEP.
Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN), Paraiba (PR) e Alagoas (AL). Fonte: Modificado
de Roda; Pereira; Albano, 2011.
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A perda de cobertura florestal no CEP ocorreu principalmente na época de
implantacédo do Programa Proalcool pelo Governo Federal, no qual houve o maior
indice de desmatamento em fungcao da implementagdo das lavouras de cana-de-
acucar durante os anos de 1970 a 1980 (Grillo; Oliveira; Tabarelli, 2005). Por isso,
atualmente, o CEP é composto por diversos pequenos fragmentos florestais e a area
de ocupacao desta espécie se restringe a apenas 18 fragmentos florestais, com
tamanhos reduzidos, sendo um deles localizado em Pernambuco, um no Rio Grande
do Norte, e 16 na Paraiba e em Alagoas (Valengca-Montenegro et al., 2018).

Apesar do alto nivel de degradacdo atual do CEP, este abriga um numero
expressivo de espécies vegetais e animais, em sua maioria endémicas (Lima et al.,
2017; Muylaert et al., 2017), as quais vém sendo relativamente pouco estudadas. Em
relacédo a A. belzebul, sabe-se que a despeito do género apresentar boa resiliéncia
em ambientes fragmentados, niveis elevados de fragmentacdo, como os observados
no CEP, podem reduzir significativamente os tamanhos populacionais e
consequentemente a diversidade genética e o potencial de persisténcia das
populagdes (Arroyo-Rodriguez & Dias, 2010; Bicca-Marques et al., 2019).

Em vista do contexto historico e atual de desmatamento da Mata Atlantica, e as
consequéncias prejudiciais que a fragmentacéo e a perda de habitat promovem em
espécies dependentes de floresta, incluindo os bugios, esfor¢cos para sua conservagao
tém sido empenhados pelos érgédos responsaveis pela implementagcaéo de politicas
publicas e de agbes que visem assegurar a viabilidade de populagdes e persisténcia
em longo termo de espécies-alvo. Especificamente no CEP, o Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacgao de Primatas Brasileiros (CPB) coordena o PAN-PRINE que
inclui a espécie A. belzebul. Dentre as principais metas do PAN-PRINE estdo a
reducdo da cacga e do trafico em pelo menos 50%, o monitoramento das espécies de
primatas e a manutengao da conectividade de areas, visando o estabelecimento de
populagdes viaveis (PAN-PRINE, 2019).

Para os bugios-de-mé&os-ruivas, apenas o uso de abordagens tradicionais de
deteccdo da espécie, baseadas em avistamentos diretos e entrevistas locais, no
entanto, ndo tem sido suficiente, uma vez que, como ja mencionado, mudangas
comportamentais e declinios populacionais podem interferir na confirmacdo da
presenga ou auséncia dessa espécie (Arroyo-Rodriguez & Dias, 2010; Bicca-
Marques, 2003). Neste contexto, as técnicas de eDNA e iDNA se apresentam como

ferramentas importantes para o monitoramento desta espécie na regido do CEP.
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Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal investigar a presenca de A.
belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco, através do emprego das abordagens
de eDNA e iDNA, por meio de amostragens da agua e/ou do material ingerido por
moscas e/ou mosquitos, realizadas distintos fragmentos florestais, visando auxiliar o
aprimoramento do levantamento da ocorréncia atual da espécie na regido, e contribuir

com informagdes relevantes ao monitoramento, manejo e conservagao de A. belzebul.

1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Area de Estudo e Coleta das Amostras de eDNA e iDNA

As areas de estudo deste trabalho consistem em 13 fragmentos florestais do
Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), localizados nos estados de Alagoas (AL),
Pernambuco (PE), Paraiba (PB) e Rio Grande do Norte (RN), que incluiram unidades
de conservagao (UC), consideradas Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN),
Reserva Biologica (REBIO) ou Estacédo Ecoldgica (ESEC). Ao todo foram coletadas
amostras de agua, moscas e mosquitos em 31, 56 e 59, pontos, respectivamente
(Figura 1.3). No estado de Alagoas foram coletadas amostras em quatro areas, sendo
elas: RPPN Mata do Cedro, ESEC Muirici, Usina Serra Grande (Mata Cachoeira e
Mata de Coimbra) e Complexo Maceid-Paripueira (fragmentos de mata proximos a
RPPN Apolinario e RPPN Senador Carlos Lyra). No estado da Paraiba foram
amostradas sete areas: RPPN Engenho Gargau, RPPN Fazenda Pacatuba, REBIO
Guaribas, ESEC Pau Brasil, Mata Sucupira e Mata Capitdo (fragmentos de mata
localizados no municipio de Santa Rita) e Mata da Estagdo Experimental do
Camaratuba da ASPLAN (fragmento de mata localizados proximo a Associagao de
Plantadores de Cana da Paraiba). No Rio Grande do Norte foram coletadas amostras
de agua e insetos na RPPN Mata Estrela (Figura 1.3).

As areas amostradas foram selecionadas usando dados disponiveis na
literatura que indicavam (i) areas prioritarias para a conservagao da Mata Atlantica no
CEP (Dias, 2023); (ii) areas importantes para conservagao de primatas do nordeste
(Al-ICMBio, 2021); e (iii) areas previamente avaliadas para deteccado de Alouatta
belzebul, reportando presencga da espécie (Fialho et al., 2014; Pontes et al., 2007). Os
estudos prévios que avaliaram estas areas, utilizaram meétodos tradicionais para

deteccao de espécie, que incluiram, por exemplo, entrevistas locais, visualizagdo do
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animal e/ou coleta de material biolégico. Do total de areas selecionadas, seis areas
indicavam a presencga da espécie, cinco areas indicavam a nao detecgao da espécie
e duas areas nao possuiam estudos prévios realizados para deteccéo de A. belzebul
(Tabela 1.1).

Tabela 1.1 - Areas de estudo do Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), localizadas nos
estados de Alagoas (AL), Paraiba (PB) e Rio Grande do Norte (RN), indicando o registro para
presenca ou auséncia de Alouatta belzebul em estudos prévios, o método utilizado e o ano
de registro. NA: area ndo avaliada previamente para ocorréncia da espécie. ND: &rea avaliada
em que a espécie nédo foi detectada.

Tipo de

Area Registro Método Referéncia
fragmento
RPPN Mata do Cedro (AL)P uc NA
Complexo Maceié-Paripueira (AL)? UCs'e areas NA
particulares
- Lan h I
ESEC de Murici (AL)P uc Presente Coleta a ggilgtmet al
Mata Cachoeira (AL)? Particular ND Visualizagao Pontzeosot;t al.
Mata de Coimbra (AL)" Particular ND Visualizagdo Pontzegoit al.,
. ) . Oliveira e
1A
Mata Sucupira (PB) Particular Presente Entrevista Oliveira, 1993
RPPN Engenho Garga( (PB)" uc Presente Entrevista e Oliveira e
9 9 visualizacao Oliveira, 1993
. . Entrevistas e indicios Fialho et al.
= 1A 1
Mata Capitéo (PB) Particular ND diretos ou indiretos 2014
RPPN Fazenda Pacatuba (PB)" uc Presente Coleta e visualizagéo Langg:;Ll;tSh?et al,
. A . = Fialho et al.,
REBIO Guaribas (PB) uc Presente Reintroducao 2014
. Entrevistas e indicios Fialho et al.
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A coleta de mosquitos foi feita utilizando-se armadilhas de luz do CDC (Center
of Disease Control), seguindo as recomendacgdes propostas por Thongsripong et al.
(2013); e a de moscas foi feita usando armadilhas de garrafas PET, seguindo
metodologia proposta por Rodgers et al. (2017). Ao todo foram instaladas 56
armadilhas para coleta de moscas e 59 para coleta de mosquitos. Um minimo de
quatro e um maximo de 11 armadilhas foi instalado em cada area, totalizando um
minimo de dois e maximo de seis pontos amostrais por area. Ao menos uma armadilha
de cada amostrador foi instalada em cada ponto amostral, mantendo-se, dentro de
cada area, a distancia minima de cerca de 1 km entre armadilhas de um mesmo

amostrador, a fim de garantir a independéncia dos pontos amostrais (Tabela 1.2).
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Para a coleta de agua, seguimos o protocolo sugerido por Carim et al. (2016).
Ao menos um litro de agua foi coletado em cada corpo d’agua encontrado proximo as
areas de estudo, totalizando 31 pontos amostrados (Figura 1.3). As amostras de agua
foram filtradas com filtro de 1,5 ym (Merck Millipore) usando uma bomba peristaltica
manual (Hand-Operated Vacuum Pump, Nalgene). Os filtros foram armazenados em
silica-gel até o momento da extragdo de DNA. O numero maximo de seis € minimo de
um corpo d’agua por area de estudo foi amostrado. Detalhes sobre o numero de

corpos d’agua amostrados em cada area estao descritos na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Area em hectares e nimero de pontos de coletas de agua e de armadilhas de
mosquitos e de moscas por fragmento. * Tamanho de area aproximado, estimado usando o
software de geoprocessamento QGis.

N° de N° de Ne Qe NC de Ne dg
s T
de agua insetos mosquitos de moscas (x0,5ml)

RPPN Mata do Cedro 1064,76 6 5 5 5 47 35
Comp. Maceié-Paripueira 6591,18* 6 5 5 5 6 4
ESEC de Murici 6131,63 4 5 5 5 6

Mata Cachoeira 1540,6* 5 5 5 3 29
Mata de Coimbra 3778,59* 5 5 5 5 16
Mata Sucupira 2907,39* 5 6 6 5 18 15
RPPN Engenho Gargau 1058,62 1 4 4 4 66 6
Mata Capit&o 663,81* 2 5 5 5 127 11
RPPN Fazenda Pacatuba 266,53 1 2 2 2 1 9
REBIO Guaribas 4051.62 4 6 6 5 35 7
ESEC do Pau-brasil 90,92 1 2 2 2 26 6
Mata da Asplan 85,46* 3 3 3 89 10
RPPN Mata Estrela 2039,93 1 6 6 5 119 10
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Figura 1.3 - Mapas das areas e pontos de coleta de eDNA e iDNA no Rio Grande do Norte,
Paraiba e Alagoas. A — RPPN Mata Estrela, B — Mata ASPLAN, C — ESEC do Pau Brasil, D —
REBIO Guaribas, E — RPPN Fazenda Pacatuba, F — RPPN Engenho Gargau, G — Mata
Sucupira, H — Mata do Cedro.

1.2.2 Extragao de DNA, Amplificagao e Sequenciamento

O DNA das amostras bioldgicas obtidas a partir da agua, apos filtragem, foi
extraido utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), com
adaptagdes ao protocolo do fabricante, seguindo Carim et al. (2016). Para extragéo
de DNA via iDNA dos mosquitos, inicialmente, foi feita uma triagem para retirar
invertebrados nao-alvo, como formigas, besouros e mariposas, coletados nas
armadilhas de CDC. Em seguida, sub-aliquotas de 0,5 ml de mosquitos foram feitas
para todos os pontos amostrais, até que todos os mosquitos coletados estivessem
representados em conjuntos amostrais (bulks). Bulks de amostras de invertebrados

sao indicados em estudos de metabarcoding para acessar a comunidade de um grupo
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taxonbmico de interesse, no nosso caso os mamiferos (Lynggaard et al., 2019). Para
as moscas, também foi realizada uma triagem antes da extragéo de iDNA, visando a
escolha de moscas saprofagas e coprofagas e separagao de moscas com abdomes
maiores e menores e agrupamento em aliquotas ou bulks de acordo com o tamanho
destes. Assim, moscas com abdomes entre 3 mm e 8 mm foram agrupadas em pares,
moscas com abdomes menores que 3 mm foram agrupadas entre si, € moscas com
abdomes maiores que 8 mm foram individualmente submetidas a extracdo de DNA.
Antes da extracao de DNA, os abdomes das moscas foram perfurados com um pistilo
de vidro para exposi¢cdo do conteudo ingerido em uma solugdo contendo 450 ul de
Chelex (10%) e 30 ml de proteinase K (20mg/ml), sendo que os bulks de amostras
consideraram os dados de acordo com seu tubo de coleta. Esta solugao foi mantida
em digestao por cinco horas a 56°C, sendo posteriormente centrifugada. Cerca de 50
Ml do sobrenadante, contendo os DNAs ingeridos pelas moscas, foi recuperado e
submetido a uma nova eluicao de DNA usando o DNeasy Blood & Tissue Kit, seguindo
o protocolo do fabricante, com exclusao da etapa de digestao inicial e inclusdo de uma
lavagem adicional com etanol 100% entre as lavagens com os tampdes AW1 e AW2
do referido kit.

Para a amplificacdo dos DNAs obtidos de amostras de agua e derivadas de
invertebrados, foram realizadas Reacbes da Polimerase em Cadeia (PCR,
Polymerase Chain Reaction) usando primers para amplificacédo de fragmentos dos
genes mitocondriais 12SrRNA e 16SrRNA, descritos, respectivamente, por Riaz et al.
(2011) e Taylor (1996). As PCRs foram realizadas em triplicata para ambos os mini-
barcodes, os quais sdo comumente utilizados para detectar vertebrados (12SrRNA) e
mamiferos (16SrRNA). Tags moleculares foram acopladas aos primers para que, apos
0 sequenciamento, fosse possivel identificar a origem de cada amostra e a fonte do
DNA (se derivado de mosca, de mosquito ou de agua), seguindo Saranholi et al.
(2023). O protocolo utilizado nas PCRs, com ambos o0s genes, seguiu as
recomendacgdes descritas por Rodgers et al. (2017). Todas as PCRs foram realizadas
dentro de cabines previamente esterilizadas, em uma sala dedicada exclusivamente
a experimentos de eDNA e iDNA. Os produtos de PCR foram sequenciados em
plataforma lllumina iSeq (San Diego, Califérnia, EUA), usando o iSeq 100 v2 300 Cycle
Reagent Kit (2 x 150 bp), para cobertura de 100.000 reads por amostra sequenciada.



31

1.2.3 Analise das Sequéncias a Atribuicao Taxonémica

A verificagcdo de qualidade das sequéncias foi feita no programa FastQC
(Andrews, 2010), e os outputs dos dados foram agregados no programa MultiQC
(Ewels et al., 2016). As sequéncias foram individualizadas usando o process_radtags
do programa Stacks 2.62 (Catchen et al., 2011), no qual as tags moleculares séo
identificadas para recuperar as informagdes de cada amostra, incluindo o ponto de
coleta. Regides dos adaptadores e possiveis contaminantes e/ou sequéncias de baixa
qualidade foram excluidas. Em seguida, as sequéncias forward e reverse foram
concatenadas usando o programa PEAR (Zhang et al., 2014), considerando os
seguintes parametros: pontuacgao limite de qualidade minima (-q) de 15, sobreposi¢céao
minima (-v) de 100 pb e comprimento minimo (-n) de 100 pb. Posteriormente, os
trechos que representavam os primers foram removidos no programa Cutadapt
(Martin, 2011), considerando taxa maxima de erro (-e) de 0,2. Aferramenta VSEARCH
(Rognes, et al., 2016) foi utilizada para clusterizagcao dos contigs, considerando o valor
minimo de 97% de similaridade. Singletons foram desconsiderados e as sequéncias
consenso foram utilizadas para identificagdo das OTUs (Unidades Taxonbémicas
Operacionais).

As OTUs foram identificadas a partir da comparagdo com sequéncias
disponiveis na base de dados genbmicos GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), usando o critério de 98% a 100% de
correspondéncia para considerar um taxon a nivel de espécie. Para melhorar a
resolugdo da identificacdo de A. belzebul, também comparamos as sequéncias
obtidas com sequéncias de referéncia produzidas no Laboratério de Biodiversidade
Molecular e Conservagao (LabBMC) do Departamento de Genética e Evolugéo (DGE)
da Universidade Federal de S&do Carlos (UFSCar), campus S&o Carlos, SP (Olimpio
et al., in prep.), usando o programa Geneious (Kearse et al., 2012).

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi utilizada a abordagem de metabarcoding em detrimento de outras técnicas
mais utilizadas para a deteccao de uma espécie focal, como PCR em tempo real
(gPCR), PCR digital (dPCR) ou, ainda, droplet digital PCR (ddPCR) (Banerjee et al.,
2021; Carvalho et al.,, 2021; Langlois et al., 2020; Wood et al., 2019), pois essas
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técnicas necessitam do desenvolvimento de primers e sondas especificas para a
espécie alvo (Rodriguez et al., 2015), o que necessitaria de mais tempo e mais
recursos do que o disponivel para o desenvolvimento deste trabalho. Portanto neste
trabalho optou-se pela validagado da metodologia metabarcoding, empregando primers
desenvolvidos para deteccdo da mastofauna e de outras espécies de vertebrados,
embora, a abordagem de gPCR seja uma perspectiva para detecgao de A. belzebul
em trabalhos futuros.

Foram geradas 3.970.792 reads, com média de 116.788 por amostra de
sequenciamento, para o mini-barcoding 16SrRNA; e 2.567.892 reads, com média de
75.526,24 reads por amostra, para o 12SrRNA (Figura 1.4). Apds a demultiplexagem,
foram mantidos 88,95% das reads para16SrRNA o e 91,60% para o 12SrRNA.

A partir da concatenagao foram gerados 3.051.334 de contigs para o 16SrRNA,
sendo mantida a mesma quantidade apos retirada da sequéncia dos primers. Apés
busca por uniques foram mantidos 95,60% dos contigs originais, e 95,34% ap0ds busca
por chimeras e clusterizagao das sequéncias. Para o 12SrRNA, a pds a concatenagao
foram gerados 1.525.667 de contigs, sendo mantida a mesma quantidade apoés
retirada da sequéncia dos primers. Apos busca por uniques foram mantidos 93,70%
dos contigs originais, e 92,84% apds busca por chimeras e clusterizagao das

sequéncias.
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Figura 1.4 - Quantidade de reads geradas pelo sequenciamento metabarcoding e
porcentagem de reads mantidas ao longo das etapas de processamento de dados e filtragem.
Levando em consideracdo que os contigs sdo formados pela concatenacéo das reads forward
e reverse, a partir da etapa de concatenacado foram contabilizadas a quantidades de reads
utilizadas para formar os contigs de forma a permitir a comparacdo da quantidade mantida
com as reads originais geradas no sequenciamento pairwise.

1.3.1 Deteccao de Alouatta belzebul

As analises de iDNA foram capazes de detectar A. belzebul em distintos

fragmentos, com uma porcentagem de identidade com as sequéncias do GenBank

entre 98,8% e 100%. Por outro lado, ndo houve nenhuma deteccédo da espécie nas

amostras de agua. De fato, a deteccdo de espécies arboricolas parece ser menos

eficaz usando esse tipo de abordagem, devido ao comportamento desses animais,
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que nao costumam estar frequentemente em contato direto com corpos d’agua (Pozo-
Montuy & Serio-Silva, 2007; Prates & Bicca-Marques, 2008; Ludwig et al., 2020). Outro
motivo que pode ter contribuido para ndo detecgdo de A. belzebul em amostras de
agua foi a condigdo climatica durante o periodo em que ocorreram as coletas, que
incluiu chuvas extremamente volumosas n&o esperadas para o més de novembro nas
areas de estudo, as quais estao localizadas na regiao nordeste do Brasil, que costuma
apresentar periodos chuvosos entre abril e julho (Oliveira; Santos e Silva; Lima, 2017,
Rodrigues et al., 2020). Tal fato pode ter acelerado o carreamento e degradagao de
amostras bioldgicas da espécie, eventualmente deixadas nos corpos d'agua.

Pelo método de iIDNA, a detecgao de A. belzebul ocorreu em sete areas, sendo
que trés areas consistem em registros inéditos para a espécie, sendo elas Mata
Capitao localizada no estado da Paraiba; e a Mata do Cedro e o Complexo Maceio-
Paripueira, ambos localizados no estado de Alagoas. As outras areas confirmam a
presenca da espécie, uma vez que a ocorréncia de A. belzebul havia sido reportada
em estudos prévios realizados nas décadas de 1990, 2000 e 2010 usando métodos
tradicionais para deteccdo de espécies (Fialho et al., 2014; Gabriel et al., 2005;
Oliveira e Oliveira, 1993). De todas as areas estudadas, com registro prévio da
espécie, ndo houve a confirmagao para presenca de A. belzebul apenas na ESEC de
Murici e na RPPN Fazenda Pacatuba (Langguth et al., 1987). Nas demais areas, onde
a espécie havia sido registrada usando métodos convencionais de busca, o iDNA foi
capaz de detectar A. belzebul, indicando sua ocorréncia atual nestas localidades
(Figura 1.5).
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Figura 1.5 - Areas do Centro de Endemismo Pernambuco (CEP, Brasil), nas quais foi
detectada a presenca de Alouatta belzebul, com a utilizacdo de eDNA (agua) e iDNA derivado
de moscas e/ou mosquitos.

As areas que representam novos registros da espécie consistem em duas
areas protegidas e uma mata particular da Usina Monte Alegre, a Mata Capitdo. As
areas protegidas incluem a RPPN Mata do Cedro (-9,53277, -35,872651) e a RPPN
Senador Carlos Lyra (-9,380813, -35,723776), que faz parte do conjunto de
fragmentos nomeado neste trabalho como Complexo Maceié-Paripueira. Em ambas
as areas a espécie havia sido considerada extinta (M.M. Valenga-Montenegro,
comunicagao pessoal), a despeito de ndo haver trabalhos na literatura que reportem
estudos anteriores para deteccdo da espécie nestas localidades. Em relagcéo a area
particular da Usina Monte Alegre, a Mata Capitdo representa uma area menos
conservada que as RPPNs supracitadas, e estudos anteriores ja haviam sido
realizados para detectar A. belzebul, nao detectando, porém, a espécie no local
(Fialho et al., 2014).

A Mata Capitao esta relativamente préxima de areas urbanizadas, e sofre com
uma pressao de caga mais destacada. Esta area esta posicionada ao lado de outra

area pertencente a mesma usina, a Mata Sucupira, sendo que as duas matas estao
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separadas por um trecho de rodovia. Na Mata Sucupira, a presenca da espécie
também foi confirmada pelo iDNA. Assim, apesar da proximidade destas areas, se
considerarmos a capacidade de voo das moscas (Saranholi, et al., 2023), a detec¢ao
em uma area nao pode ser atribuida ao fragmento vizinho neste caso, principalmente
se considerarmos a armadilha mais distante. Assim, ambas as detec¢des se referem
de fato a presenca da espécie nos respectivos fragmentos.

Na ESEC de Murici, embora o ultimo registro de avistamento de A. belzebul
tenha sido reportado em 1987 (Langguth, 1987), ou seja, ha cerca de 37 anos, até o
ano de 2018 vocalizacbes da espécie tinham sido reportas pela comunidade local a
pesquisadores que estudavam na area (P.G.A.S. Lins, comunicagao pessoal). Assim,
a auséncia de detecgao de A. belzebul, via iDNA pode se dever a uma coleta incipiente
no local, ja que foram amostrados poucos insetos, especialmente moscas, em
comparagao com as demais areas estudadas. Por este motivo um numero baixo de
insetos amostrados em Murici foi sequenciado (ver Tabela 2). Esta baixa eficiéncia na
coleta de insetos pode estar relacionada com as intensas chuvas ocorridas durante
as coletas de material, particularmente nesta area, as quais podem ter inibido a
atividade das moscas, ja que estas tendem a procurar abrigo durante os periodos
chuvosos (Lutz et al., 2019).

Além dos aspectos ja mencionados, na ESEC de Murici, a agua da chuva
entrou no tubo contendo moscas, diluindo o etanol e prejudicando a preservagao dos
insetos (Almeida; Marinoni; Clarkson, 2024). Por outro lado, o mesmo numero de
moscas foi sequenciado no Complexo Maceio-Paripueira, onde houve detecgcao da
espécie. Nesta localidade, porém, ndo ocorreram chuvas fortes nos dias de coleta, e
nem foi detectada a presenga de agua dentro dos tubos de coleta dos insetos. Em
relacdo aos mosquitos, apesar destes estarem ativos durante as chuvas (Montarsi et
al., 2015), eles apresentaram menor poder para detecgdo da espécie, conforme a
analise de nossos dados. Além disso, a ESEC de Murici consiste na segunda area de
maior extensao estudada e possui locais muito afastados e de dificil acesso, os quais
podem potencialmente ser habitats preferenciais para A. belzebul (Silvestre et al.,
2020). Entretanto, nao foi possivel acessar esses locais para realizar amostragens
complementares, devido as condigdes climaticas ja relatadas.

Ja a ndo detecgdo de A. belzebul na RPPN Fazenda Pacatuba aponta
claramente para um caso de falso negativo, ja que a espécie foi avistada na area pelo

Nosso grupo de pesquisa, durante as campanhas a campo, mas nao foi detectada via
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iDNA. Este fragmento apresenta um tamanho médio (266,53 ha) em comparagao com
os demais, e esta localizado muito proximo a uma comunidade rural, fato este que
pode justificar a grande quantidade de OTUs e contigs de humanos e animais
domésticos. Com o 12SrRNA foi detectada uma OTU com 9532 contigs de humanos
e uma OTU de Bos taurus com 29420 contigs. Com esse marcador detectamos
também Gallus gallus (galinha) e Sus scrofa (porco doméstico). Ja o 16SrRNA
evidenciou uma OTU com 4500 contigs de humanos e uma OTU com 43320 contigs
de Bos taurus, além da deteccéo de S. scrofa. Tais amostras de DNA presentes em
grande concentragédo neste fragmento provavelmente dificultaram o sequenciamento
e a detecgao de espécies com tamanhos populacionais mais reduzidos, como € o caso
de A. belzebul (Valenga-Montenegro et al., 2018). Em areas menores, a proximidade
com a borda é mais evidente, como é o caso desse fragmento, fato este que também
pode ter favorecido a deteccéo preferencial das espécies domésticas presentes na
matriz. Estes dados podem refletir, portanto, um possivel viés do método para areas
pequenas que estdo muito proximas a comunidades rurais. Além disso, devido ao
menor tamanho deste fragmento, um menor numero de armadilhas foi instalado na
RPPN Fazenda Pacatuba; e com as fortes chuvas ocorridas nos dias de coleta,
apenas uma mosca foi coletada nessa localidade (ver Tabela 1.2).

Areas de dificil acesso, elou que as comunidades locais nao transitam
frequentemente, de fato, constituem um gargalo para estudos de ocorréncia de
espécies que utilizam métodos tradicionais como entrevistas e avistamentos, os quais
representam grande parte dos trabalhos de busca de primatas na regido (Fialho et al.,
2014). Por outro lado, as coletas para iDNA e eDNA, embora, sejam mais eficazes
nessas localidades, quando se considera esforgo/tempo de amostragem, parecem
depender das condi¢cdes climaticas locais, sendo pouco eficientes em épocas de
chuvas volumosas e frequentes. Além disso, fragmentos pequenos, proximos a
comunidades rurais também podem gerar resultados falso-negativos. Assim, o
estabelecimento de protocolos especificos para coletas em diferentes épocas do ano,
com ampliagao do esforco temporal e esforco amostral em areas com particularidades
poderdo ajudar a contornar eventuais vieses relacionados com variagbes nas
condicbes climaticas e na amostragem representativa do tipo preferencial de
amostrador para a espécie-alvo (Hassan et al., 2022; Fahmy et al., 2023).
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1.3.2 Comparacgao entre os mini-barcodes e entre os amostradores de iDNA

O mini-barcode 12SrRNA foi capaz de detectar A. belzebul em 14 dos 59 pontos
de coleta, sendo seis pelo iDNA de mosquitos (2696 contigs) e oito de moscas (36961
contigs) (Figura 1.6), o que representa quatro (Mata Capitdo, RPPN Engenho Gargau,
RPPN Mata Estrela, REBIO Guaribas) dos 13 fragmentos estudados. O mini-barcode
16SrRNA detectou a espécie em 26 dos 59 pontos de coleta, sendo dois pontos pelo
iDNA de mosquitos (1927 contigs) e 24 de moscas (84168 contigs) (Figura 3.5), o que
representa sete (Mata Capitdo, RPPN Engenho Gargau, Mata Estrela, Complexo
Maceié-Paripueira, Mata do Cedro, REBIO Guaribas, Mata Sucupira) dos 13
fragmentos estudados.

Comparando o numero de detecgdes (Figura 1.6A), considerando deteccdes
por armadilha, é possivel notar que o 12SrRNA teve desempenho similar com ambos
os amostradores, com duas detec¢gdes a mais para moscas em relagdo a mosquitos.
Para o 16SrRNA, porém, as moscas apresentaram eficiéncia 12 vezes maior que a
de mosquitos, em relagdo ao numero de contigs geradas; e 44 vezes maior em relagao
a deteccao da espécie-alvo. Levando em conta a quantidade de contigs (Figura 1.6B),
€ possivel notar uma grande diferenga entre os amostradores, sendo que as moscas
geraram 121.129 contigs e enquanto os mosquitos, 4.623 contigs. Este resultado é
esperado, pois o primer utilizado para amplificagdo da regido do gene 12SrRNA é
universal para vertebrados (Riaz et al., 2011), portanto ha mais competicdo com DNA
de ndo-mamiferos na amplificacdo e sequenciamento (Collins et al., 2019). No
entanto, mesmo com poucas contigs geradas pelo 12SrRNA via mosquitos, sua

deteccao foi similar a das moscas
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Deteccdes Contigs

12SrRNA

. Mosquitos
Moscéunos 2696

16SrRNA
16SrRNA Mosquitos
16SrRNA Moscas 1927
Mosquitos 84168

2

12SrRNA

16SrRNA
Moscas
24

12SrRNA
Moscas

12SrRNA 36961

Moscas
3 B

Figura 1.6 - Comparacdo dos numeros de (A) deteccbes e de (B) contigs gerados pelo
sequenciamento.

Os mini-barcodes nao apresentaram complementaridade para A. belzebul
quanto ao numero de areas em que houve sua detecgcdo. O 12SrRNA foi redundante
ao 16SrRNA, pois ndo houve detecgao exclusiva pelo 12SrRNA (Figura 1.7A). O
16SrRNA detectou a espécie em sete areas, sendo trés exclusivas e quatro de
detecgcdo compartiihada com o 12SrRNA. Assim como o0s mini-barcodes, 0s
amostradores nao apresentaram complementaridade para a espécie quanto ao
numero de areas em que houve deteccdo da espécie-alvo. Também nao houve
deteccao exclusiva pelos mosquitos (Figura 1.7B). As moscas, porém, detectaram a
espécie nas sete areas, sendo cinco exclusivas e duas de deteccao compartilhada

com 0s mosquitos.

B 125 B Mosquitos
e 1es Moscas

A

B

Figura 1.7 - RelagBes do numero de areas em que a espécie Alouatta belzebul foi detectada
por (A) mini-barcode: 12SrRNA (12S) e 16SrRNA (16S) e por (B) amostrador: mosquitos e
moscas.
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No geral, o mini-barcode 16SrRNA usando amostras de DNA provenientes de
moscas foi a melhor combinagdo para detectar A. belzebul no CEP, conforme
evidenciado na Figura 1.7. Portanto, para as condi¢des desse estudo, o uso
combinado de dois marcadores e dois amostradores nao seria necessario para
deteccao de A. belzebul por metabarcoding. Como 0os mosquitos necessitam de uma
armadilha especifica de maior custo e de manutencao mais dificil, pois necessita de
troca de bateria a cada 24h e pode enfrentar problemas com seus componentes como
sua lampada e seu ventilador, principalmente em ambientes tropicais, eles poderiam
ser evitados, devido ao baixo sucesso. Por outro lado, o uso apenas de moscas como
amostradores, cujas armadilhas de s&o artesanais, baratas, e ndo necessitam
manutencgao diaria durante seu funcionamento, permitiria um maior investimento em
esforco amostral, em novas areas ou em réplicas temporais. O uso de apenas um
marcador, também permitiria que pelo mesmo custo um maior numero de pontos
amostrais fosse sequenciado.

Sendo assim, os resultados desse trabalho apontam que para fins de
monitoramento de A. belzebul a utilizagdo do mini-barcode do gene 16SrRNA através
do DNA ingerido por moscas ¢€ suficiente para detectar a espécie. Entretanto, em areas
proximas a borda, com maior influéncia antropica e de animais domésticos, esforgos
amostrais precisam ser empenhados, dada a alta competitividade com sequéncias de
animais domésticos e humanos nestes locais. Deste modo, sugerimos que a redugao
dos amostradores e dos marcadores possibilite ampliar o esforco amostral, sendo que
a abordagem a ser adotada varie de acordo com o objetivo e orgamento disponivel.
Por exemplo, o numero de areas amostradas devera ser ampliado se o objetivo for
monitorar a espécie em uma ampla escala espacial, em que uma ou poucas coletas
podem ser suficientes para uma caracterizagao geral (Civade et al., 2016). Por outro
lado, se o objetivo for confirmar a presenga em um local especifico, podem ser feitas
mais coletas temporalmente dispersas, a fim de obter maior certeza da presenca da

espécie (Srivathsan et al., 2023).
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CAPITULO 2 - eDNAnalyzer: UMA FERRAMENTA RAPIDA E AMIGAVEL PARA
O PROCESSAMENTO DE DADOS MASSIVOS DE ATRIBUIGAO TAXONOMICA
EM ESTUDOS DE DNA AMBIENTAL

RESUMO

Ferramentas computacionais para analisar grandes volumes de dados s&o essenciais
para otimizar e facilitar a busca por informagdes de interesse. No caso das analises
de metabarcoding, embora, existam algumas ferramentas disponiveis, as etapas de
filtragem e busca por informagdes de interesse costumam ser feitas manualmente ou
usando hand-made scripts de acesso restrito. O processamento e filtragem manual
de dados massivos, além de ser demorado pode conduzir a erros em etapas
posteriores. Neste trabalho, nés desenvolvemos uma ferramenta computacional
amigavel e de uso livre, denominada eDNAnalyzer, para processar dados de
metabarcoding gerados, especialmente, em estudos de DNA ambiental (eDNA) e DNA
derivado de invertebrados (iDNA). eDNAnalyzer permite processar e filtrar dados de
interesse a partir de critérios estabelecidos pelo usuario. Esta ferramenta,
desenvolvida em Python 3.12, usando a ferramenta Tkinter e o pacote Pandas, possui
uma interface grafica amigavel que permite o processamento e a filtragem de dados
em duas etapas principais: “initial processing and threshold application" e "build table
of consolidated results". A primeira etapa inclui o input dos dados de atribuicdo das
Unidades Taxon6micas Operacionais (OTUs) e o estabelecimento de valores de corte
(threshold) para filtragem de dados. O output desta etapa gera trés arquivos, a saber:
com o total de OTUs processadas, com as OTUs com valores do threshold por
amostra de sequenciamento, e com as OTUs com valores iguais ou acima do
threshold. A segunda etapa de trabalho consiste na busca pelas informagdes de
interesse, considerando diferentes filtros selecionados pelo usuario. Nesta etapa, o
programa tabulara os dados com as informagdes de interesse e gerara outputs, com
extensao .xlsx, de acordo com as opg¢des de filtragem. eDNAnalyzer foi compilado em
um unico arquivo executavel, o que facilita sua distribuicdo e uso. Comparado a outras
ferramentas para andlise de dados de metabarcoding, eDNAnalyzer oferece uma
interface grafica mais amigavel e opgdes de filtragem flexiveis, se mostrando
especialmente util em estudos de eDNA e iDNA.

Palavras-chave: ecologia molecular, bioinformatica, metabarcoding; genética da

conservacao

2.1 INTRODUCAO

O principio da metodologia de metabarcoding consiste em avaliar
simultaneamente um conjunto expressivo de sequéncias de DNA, denominadas
barcodes, geradas a partir da amplificagdo prévia de amostras de DNA obtidas das

mais diversas fontes, incluindo do ambiente. Assim, a atribuicdo taxonémica de
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dezenas, centenas e até mesmo milhares de espécies, amostradas simultaneamente,
pode ser realizada em uma unica analise (Taberlet et al., 2012).

O sequenciamento de barcodes para multiplas espécies pode ser feito a partir
da utilizacado de primers desenhados para amplificar trechos conservados do DNA de
grupos taxonémicos especificos de organismos, como, por exemplo, mamiferos ou
vertebrados (Ficetola et al., 2010). Esta abordagem desenvolvida inicialmente por
Hebert e colaboradores no ano de 2003 (Hebert et al., 2003), com a finalidade de
identificar espécies através de um codigo de barras de DNA (DNA barcoding),
expandiu enormemente seu uso, tendo sido empregada para diversas finalidades,
auxiliando estudos aplicados a ecologia, evolugado e conservagao biolégica (Gostel e
Kress, 2022; Janzen et al., 2017; Kress et al., 2015).

Na abordagem de metabarcoding, apds o processamento dos dados obtidos
via sequenciamento de proxima geracgéo (Next Generation Sequencing, NGS ou next-
gen), as sequéncias obtidas em larga escala sao agrupadas em clusters nos quais
possuam pelo menos 97% de similaridade entre si, visando gerar sequéncias
consenso para cada cluster. Os consensos representardo as Unidades Taxondémicas
Operacionais (OTUs), as quais serdo comparadas com sequéncias disponiveis em
bancos de dados gendmicos de referéncia e terdo um taxon atribuido a si, processo
este denominado de atribuicdo taxondmica. Dessa forma é possivel listar os taxons
presentes nas amostras sequenciadas (Porter e Hajibabaei, 2018).

O avancgo constante no uso e aplicagéo de abordagens que envolvem analises
de metabarcoding tem impulsionado o desenvolvimento de ferramentas
computacionais para a analise dos grandes volumes de dados gerados a partir da
atribuicao taxondmica (Hakimzadeh et al., 2023). As etapas de processamento e
filtragem desses resultados, porém, muitas vezes é feita de forma manual ou através
do uso de hand-made scripts desenvolvidos para conjuntos de dados especificos e/ou
com acesso restrito (e.g. Harper et al., 2019; Johnson et al., 2022; Massey et al., 2021,
Saranholi et al., 2024).

No caso especifico da aplicagdo da abordagem de metabarcoding em estudos
de DNA ambiental (eéDNA) e de DNA derivado de invertebrados (iDNA), abordagens
que geram sequéncias de DNA obtidas, respectivamente, a partir de amostras do
ambiente, como agua, solo, ar; e de amostras do conteudo ingerido por invertebrados
(Carvalho et al., 2021; Massey et al., 2021; Saranholi et al., 2024), um conjunto grande

de variaveis deve ser considerado na analise de dados, a saber, o ponto de coleta da
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amostra, o tipo de amostra, o marcador molecular usado para gerar os barcodes, as
tags moleculares, além de especificidades relacionadas a utilizacdo de aliquotas das
amostras no processo de extracdo de DNA.

A analise manual de dados massivos, em geral, demanda um tempo maior para
processamento, que quando automatizada, e ainda esta propensa a erros (Bernard,
2016; Mitchell et al., 2022), especialmente, quando se considera multiplas variaveis,
como € o caso dos dados de eDNA e iDNA. Portanto esse trabalho teve como objetivo
desenvolver uma ferramenta computacional de acesso livre, com interface grafica
amigavel e intuitiva, destinada para uma ampla gama de usuarios, incluindo aqueles
gue nao dominam linhas de comando e/ou linguagem de programacgao, capaz de
processar de forma rapida, simples e segura dados provenientes de atribuigao
taxondmica de metabarcoding, produzidos, e definir um valor de threshold para os

dados obtidos, particularmente, em estudos de eDNA e/ou iDNA.

2.2 MATERIAIS E METODOS

O software eDNAnalyzer foi desenvolvido em Python 3.12 (Python Software
Foundation, 2023) no ambiente de desenvolvimento integrado (IDE) Pycharm
Community Edition 2023.3.4 (JetBrains, 2023). A interface grafica do programa foi
desenvolvida utilizando a biblioteca Tkinter 8.6 (Python Software Foundation, 2023) e
a biblioteca Pillow 10.2.0 (Murray et al., 2024) para adicionar imagens a interface. Para
o processamento de dados foi utilizada a biblioteca Pandas 2.1.4 (McKinney, 2010),
que permite a analise e manipulagao de dados massivos de maneira rapida, robusta
e flexivel (Rajagopalan, 2020; Temiz, 2022).

O cédigo-fonte do programa foi estruturado em dois arquivos: um arquivo
principal “janelas.py”, responsavel por criar a interface grafica e aplicar as
funcionalidades do software; e um arquivo auxiliar “metabar.py”, que contém as
fungdes de analise e manipulagdo de dados. Essa divisédo foi feita para facilitar a
organizagao dos dados e simplificar a resolugéo de erros. Os arquivos “.py” com o
cédigo-fonte junto com os arquivos de imagens foram reunidos e transformados em
um arquivo executavel (.exe), utilizando o aplicativo auto-py-to-exe 2.43.2 (Vollebregt,
2024).

O arquivo executavel (.exe), assim como o codigo-fonte do programa foram

depositados no GitHub no repositério htips://github.com/Leo-9821/eDNAnalyzer. O
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arquivo executavel foi desenvolvido para ser utilizado em sistema operacional
Windows®, porém o codigo-fonte em Python (arquivos .py) pode ser utilizado para
rodar o programa em sistemas Linux® ou macOS®. A Propriedade Intelectual do
programa sera registrada junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI)
por meio da Agéncia de Inovacéo da UFSCar.

Ainterface do programa foi desenvolvida em inglés e em portugués, e o usuario
podera selecionar o idioma de sua preferéncia antes de inicializar o programa. Além
disso, um manual de instrucdes com as principais orientacdes de uso foi elaborado e
inserido na interface do programa para ser acessado pelo usuario a qualquer tempo.
Todas as tarefas executaveis e descricdo de como utilizar o programa sao
apresentadas no topico Resultados.

Em suma, a principal funcionabilidade do eDNAnalyzer é automatizar e otimizar
o processamento e filtragem de dados de metabarcoding, obtidos particularmente a
partir do emprego de métodos como eDNA e iDNA, apés a atribuicao taxonémica da
OTUs, e calcular um valor de threshold, visando selecionar informacgdes de interesse
de forma segura e confiavel. Para isso, o usuario deve fornecer ao programa uma
tabela inicial de entrada com os dados de metabarcoding com definicdo prévia das
OTUs. A partir de entdo, as informagdes fornecidas serdo processadas considerando
um valor de corte (threshold) para o numero de contigs para cada OTU definida. O
valor de corte consistira na porcentagem minima de contigs por amostra de
sequenciamento que uma OTU deve possuir para ser incluida no resultado da
atribuicdo taxonémica final, visando otimizar a identificagdo do taxon e evitar bias
devido a erros de sequenciamento.

Na primeira etapa de trabalho, o eDNAnalyzer ira calcular o valor de corte para
cada amostra de sequenciamento e em seguida ira filtrar as OTUs considerando o
valor de threshold definido. Apds isso, a atribuicdo taxondmica devera ser revisada
pelo usuario, em uma etapa de curadoria manual, a fim de estabelecer os taxons finais
definitivos para cada OTU. Posteriormente, numa segunda etapa de trabalho, o
usuario podera aplicar filtros especificos para selecionar informagdes de interesse, e
gerar tabelas finais com os resultados consolidados. A Figura 2.1 ilustra um workflow

representando a estrutura e o funcionamento geral do eDNAnalyzer.
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Figura 2.1 - Fluxograma de funcionamento do programa eDNAnalyzer, evidenciando as
principais a¢des do programa: o fluxograma a direita ilustra e primeira etapa do programa,
aplicacdo do threshold a tabela de atribuicdo taxondmica e retirada das OTUs que nao
possuirem namero de reads acima desse limite; a esquerda esta ilustrado a segunda etapa
de funcionamento do eDNAnalyzer, mostra a entrada de dados com a tabela de tdxons
definitivos, escolhas dos filtros, denominacdo de amostradores, os dados seréo analisados e
filtrados de acordo com as opgdes escolhidas gerando as tabelas com o resultado definitivo.
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Obtendo e Instalando o eDNAnalyzer
O acesso ao eDNAnalyzer deve ser feito primeiramente em ambiente World

Wide Web (WWW), de forma gratuita e amigavel. Para tal, o usuario devera localizar

o programa no enderego https://github.com/Leo-9821/eDNAnalyzer e fazer download

do arquivo executavel (39,7 MB), que pode ser usado localmente. Para utilizar o
programa no sistema operacional Windows® é sugerido o Windows 10 ou superior,
processador Intel®i5-2450M ou superior e 4 GB ou mais de memdria RAM. Antes de
rodar o eDNAnalyzer, no entanto, o usuario devera selecionar o idioma de sua
preferéncia (Inglés ou Portugués), e acessar o manual de instrugdes, conforme
mostrado nas Figuras 2.2 e 2.3. ApOs estas etapas, o usuario podera selecionar a
tarefa que deseja executar, clicando na opcéao de interesse. O programa eDNAnalyzer
disponibiliza duas principais opgdes para execugao de tarefas ou “jobs”, conforme

mostrado na Figura 2.3 e descrito em maiores detalhes a seguir.

7 eD MAnakyzer —

| Choose a language |

=

2 L] | NS
Portugués -
brasileiro D

Figura 2.2 - Interface de interagdo com o usudrio mostrando a opg¢éo de selecdo de idioma
do programa eDNAnalyzer

7 Escolhendo o processo = X

Abrir manual ‘

| Escolha um processo para rodar |

Processamento inicial e aplicacao do threshold

Construgao das tabelas de resultados consolidados

4

Figura 2.3 — Interface de interacdo com o usuario mostrando a opgédo de acesso ao manual
de instrucdes e as duas principais tarefas executas pelo programa eDNAnalyzer
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2.3.2 Usando o eDNAnalyzer

2.3.2.1 Processamento inicial e aplicagao do threshold

Para executar a tarefa denominada “processamento inicial e aplicagcdo do
threshold” o usuéario deve fornecer ao programa uma tabela com os dados de
atribuicdo taxonémica organizados em um arquivo de entrada em formato .xIsx. Este
arquivo devera conter a0 menos seis colunas descrevendo os dados relativos a
amostra de sequenciamento (Amostra_sequenciamento ou Sequencing_sample), as
areas de estudo e amostradores (Area_amostrador ou Area_sampler), ao ponto de
coleta das amostras (Ponto ou Point), a identificacdo da OTU (Otu), ao numero de
contigs (N_contigs) obtidas por OTU, e a espécie ou taxon atribuido (Taxon ou Taxon).
Deve-se indicar a area de coleta e o tipo de amostrador usado, separados por um
underscore (e.g. area_amostrador), devendo-se usar codigos ndo ambiguos para nao
ocorrer erros durante a etapa de filtragem das informacfes. Além dessas colunas
obrigatorias, outras informacBes poderdo ser inseridas em colunas adicionais, de
acordo com o interesse do usuario. Por exemplo, caso tenham sido utilizadas
aliguotas na extragcdo de DNA, o usuario podera incluir uma coluna reportando estes
dados. Informacdes relativas as tags moleculares utilizadas no sequenciamento, e aos
valores de identidades obtidos nos alinhamentos para atribuicdo taxonémica, também

poderédo ser incluidas, a critério do usuario, como mostrado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Modelo de tabela de entrada em inglés para executar a tarefa inicial para
estabelecimento do threshold e tabelas filtradas para este dado no eDNAnalyzer.

Sequencing_sample Area_sampler Point Otu N_contigs Taxon  Aliquot id_% Tag

s1 Al MC 1 1 gogsg (Aouatta 444 pp
- belzebul

S2 Al MC 2 1 542 Bos taurus 2 100 TB

s3 Al AG 11 o0  Bradypus . oo ie 1o
- variegatus

sS4 A2 MQ 2 1 75234  Homo 1 100 TD
saplens

Nesta etapa de trabalho, o eDNAanalyzer ira calcular os valores de threshold

(valor padrao 0,05%) para cada amostra de sequenciamento para os dados de
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atribuicao taxonémica, provenientes da analise prévia de metabarcoding e filtrar as
OTUs considerando este valor de corte. Como resultado desta analise serao
fornecidos arquivos de saida em formato .xIsx. Apds a execucdo desse passo, serao
gerados trés arquivos com extensdo .xlsx, contendo: (i) os dados de threshold totais
calculados para cada amostra de sequenciamento; (ii)) os dados com as OTU que
apresentaram valores de corte abaixo do definido; e (iii) os dados com as OTU que
apresentaram valores de corte iguais ou acima do definido como limiar threshold. Esta
ultima tabela devera ser salva e curada manualmente para adigao de uma coluna com
a atribuigdo taxonémica revisada. A seguir sdo mostrados os principais passos para
execucao dessa tarefa inicial, seguindo um pipeline ilustrado no manual de instrugdes

do programa e mostrado a seguir.

Passo 1: Selecione o item “processamento inicial e aplicagdo do threshold” (Figura
2.4).

7 Escolhendo o processo = X

Abrir manual ‘

| Escolha um processo para rodar |

Processamento inicial e aplicagao do threshold

Construgcado das tabelas de resultados consolidados

. 4

Figura 2.4 — Interface de interacdo com o usuario mostrando a opcao de acesso a tarefa
“processamento inicial e aplicagao do threshold” disponivel no programa eDNAnalyzer.

Passo 2: Selecione o item “clique para selecionar” e faga o carregamento do arquivo

de entrada (Figura 2.5).
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/' Processamento primério e threshold

Processamento inicial e aplicagao de threshold |

Selecione um arquivo: ’ Clique para selecionar ‘

Nenhum arquivo selecionado

Indique o threshold em porcentagem:
(use ponto como separador decimal, valor padrdo 0.05)

RODAR

Figura 2.5 - Interface de interagdo com o usuario mostrando a opcdo de acesso a tarefa
“Processamento da inicial a aplicacado do threshold” indicando funcéo de insercéo de arquivo
de entrada.

Passo 3: Clique na tabela carregada, no caminho exibido na tela, caso deseje conferir
os dados do arquivo de entrada, antes de prosseguir para o proximo passo (Figura
2.6).

/' Processamenta primério e threshold

[ Processamento inicial e aplicagao de threshold |

’ Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/CEP/resultados_seq_dez23/resultados_16s.xIsx

Indique o threshold em porcentagem:
(use ponto como separador decimal, valor padrdo 0.05)

RODAR ‘

Figura 2.6 - Interface de interacdo com o usuario mostrando o arquivo de entrada disponivel
para andlise.

Passo 4: Indique o valor de threshold que deseja utilizar. Recomenda-se utilizar o
valor padrao de 0,05%. Porém, se desejar usar outro valor informe no campo
disponivel para digitacdo de texto. O valor digitado deve conter ponto (.) como

separador decimal. (Figura 2.7).

/' Processamento prim4rio e threshold = X

| Processamento inicial e aplicagao de threshold |

Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/CEP/resultados_seq_dez23/resultados_16s.xIsx

Indique o threshold em porcentagem: s
(use ponto como separador decimal, valor padréo 0.05)

RODAR ‘

Figura 2.7 - Interface de interagdo com o usuario mostrando a opcao de acesso a tarefa
“Processamento da inicial a aplicacdo do threshold” indicando caixa de texto para inserir
threshold.
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Passo 5: Selecione o item “rodar” para executar a referida tarefa (Figura 2.8).

7 Processamento primério e threshold — X

[ Processamento inicial e aplicagado de threshold |

Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/CEP/resultados_seq_dez23/resultados_16s.xlsx

Indique o threshold em porcentagem:
(use ponto como separador dECiiL valor padréo 0.05)

RODAR

Figura 2.8 - Tela do “Processamento da inicial a aplicagdo do threshold” indicando botao para
rodar a primeira etapa de processamento.

Passo 6: Salve localmente as tabelas de interesse. Caso deseje seguir para etapa
seguinte de trabalho fagca uma curadoria manual da tabela com as OTUs que

apresentaram valores iguais ou acima do threshold, conforme descrito a seguir.
2.3.2.2 Construcao de tabelas de resultados consolidados

Para execugado da tarefa denominada “construcéo de tabelas de resultados
consolidados”, a tabela com as OTUs de interesse devera ser revisada e editada,
adicionando-se uma coluna nomeada OTUFinal ou FinalOTU, caso esteja utilizando
0 programa em inglés, com a atribuicdo taxonémica definitiva, apos curadoria manual
(Tabela 2.2).

Tabela 2.2 - Modelo de tabela de entrada em inglés para executar a tarefa final para
estabelecimento das tabelas filtradas com os resultados consolidados no eDNAnalyzer.

Sequencing_sample Area_sampler Point Otu N_contigs Species Aliquot id % Tag FinalOTU

Cc1 Al MC 1 1 89654 Alouatta 1 100 TA Alouatta
- belzebul belzebul
c2 AL _MC 2 1 542 Bostaurus 2 100 TB  °OS
a taurus
C3 AL AG 11 o0 Bradypus ., gg 45 g Bradypus
B variegatus sp.
Homo Homo

C4 A2_MQ 2 1 75234 1 100 TD

sapiens sapiens

Nessa etapa de trabalho, o eDNAnalyzer ira criar tabelas com os resultados
consolidados, listando as espécies/taxons finais estabelecidos, com seus respectivos

numeros de detecgdes e de contigs. As tabelas poderédo ser geradas separando as
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informacdes por amostrador, por area, e por amostrador e area conjuntamente,

conforme descrito nos passos a seguir.

Passo 1: Selecione a opcao “Construcéo das tabelas de resultados consolidados”
(Figura 2.9).

7 Escolhendo o processo = X

Abrir manual ‘

| Escolha um processo para rodar |

Processamento inicial e aplicagao do threshold

s Construgcao das tabelas de resultados consolidados

. 4

Figura 2.9 — Interface de interacdo com usuério indicando a opg¢édo “construcdo das tabelas
de resultados consolidados” do programa eDNAnalyzer.

Passo 2: Selecione a opgao “clique para selecionar” para carregar o arquivo de
entrada para rodar a tarefa de trabalho “construcdo das tabelas de resultados

consolidados” (Figura 2.10).

0 Construgéo das tabelas de resultados consolidados

[Construgdo das tabelas de resultados consolidados |

Selegdo de arquivo

Selecione um arquivo:  Clique para selecionar ‘ '

Nenhum arquivo selecionado

Filtragem de dados

Filrar tabela por: ™ Amostrador

~ Area
Definigdo dos amostradores

Insira o ID dos amostradores como
identificado na tabela (um por linha):

RODAR

Figura 2.10 - Interface de interagdo com usudrio indicando a opcao de inser¢do do arquivo
de entrada para a tarefa “construcéo das tabelas de resultados consolidados”.
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Passo 3: Selecione o arquivo de entrada carregado e confira se os dados foram

carregados corretamente (Figura 2.11).

Construcdo das tabelas de resultados consolidados - x

[Construgdo das tabelas de resultados consolidados |

Selegdo de arquivo

Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘ '

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/Area de Trabalho/resultados_processados.xlsx

Filtragem de dados
Filrar tabela por: ™ Amostrador
r Area
Definicdo dos amostradores

Insira o ID dos amostradores como
identificado na tabela (um por linha):

RODAR |

Figura 2.11 - Interface de interagdo com usuario indicando o arquivo de entrada carregado e
a opcao de filtros para selecdo de dados de interesse no programa eDNAnalyzer.

Passo 4: Selecione o(s) filtro(s) que deseja usar, por amostrador, por area ou por

ambos (Figura 2.12).

Construgdo das tabelas de resultados consolidados

[Construgéo das tabelas de resultados consolidados |

Selecdo de arquivo

Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/Area de Trabalho/resultados_processados. xlsx

Filtragem de dados

Filrar tabela por: ¥ Amostrador '

~ Area

Definicdo dos amostradores

Insira o ID dos amostradores como
identificado na tabela (um por linha):

RODAR

Figura 2.12 - Interface de interacdo com usuario indicando a op¢ao “Construcao das tabelas
de resultados consolidados” para selecéo dos filtros de Amostrador, Area.

Passo 5: Caso tenha selecionado a opgao “Amostrador”, insira no proximo campo

como identificou seus amostradores na tabela, separando-os em linhas distintas, de
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maneira que figuem um debaixo do outro (Figura 2.13). Se vocé nao selecionou a

opcao “Amostrador”, deixe esse campo em branco.

I Construgao das tabelas de resultados consolidados

|Construgdo das tabelas de resultados consolidados |

Selegdo de arquivo

Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/Area de Trabalho/resultados. _processados.xlsx

Filtragem de dados

Filrar tabela por: ¥ Amostrador

~ Area

Definicdo dos amostradores
L
MQ

Insira o ID dos amostradores como
identificado na tabela (um por linha):

RODAR

Figura 2.13 - Interface de interacdo com usuario indicando a opcao “Construcao das tabelas
de resultados consolidados” para insercdo da denominacdo dada aos amostradores no

arquivo de entrada.

Passo 6: Selecione a opgdo “RODAR” para executar a tarefa (Figura 2.14).

Construgdo das tabelas de resultados consolidados

|Construgdo das tabelas de resultados consolidados |

Selegdo de arquivo

Selecione um arquivo: Clique para selecionar ‘

Arquivo selecionado C:/Users/leow/OneDrive/Area de Trabalho/resultados_processados.xlsx
Filtragem de dados
Filrar tabela por: ¥ Amostrador
~ Area
Definigdo dos amostradores

MC

Insira o ID dos amostradores como MQ

identificado na tabela (um por linha):

RODAR ‘ ‘

Figura 2.14 - Interface de interagdo com usuario indicando a op¢ao “Construgao das tabelas
de resultados consolidados” para rodar esta tarefa no eDNAnalyzer.

Apos rodar a respectiva tarefa, o programa irar gerar as tabelas de acordo com
as opgodes de filtros selecionadas. Portanto, o passo seguinte consiste em salvar os

arquivos gerados localmente, contendo os dados finais filtrados e consolidados.

Passo 7: Salve as tabelas de interesse de acordo com os filtros aplicados.
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2.4 DISCUSSAO

O programa eDNAnalyzer foi desenvolvido com a finalidade de facilitar o
processamento e analises de dados obtidos, especificamente, em estudos de eDNA
e iDNA, que utilizam a abordagem de metabarcoding para gerar OTUs e identificar as
espéecies presentes em uma amostra proveniente do ambiente, que pode ser de agua,
solo, ou de algum outro amostrador do ambiente, como, por exemplo, insetos que se
alimentam de outros organismos (Abrams et al., 2019; Clare et al., 2022; Mena et al.,
2021; Pedersen et al., 2015).

Além de ter uma interface grafica intuitiva, o eDNAlyzer permite a utilizagao
prévia de quaisquer programas para analise de dados brutos de metabarcoding, para
a atribuicdo taxondmica, como por exemplo Stacks, utilizado para demultiplexagem
(Catchen et al., 2011), PEAR, utilizado para concatenacdo (Zhang et al., 2014),
Cutadapt, utilizado para remocao da sequéncia dos primers (Martin, 2011), e
USEARCH (Edgar, 2010) ou VSEARCH (Rognes, et al., 2016), utilizados para a
clusterizag&o de contigs.

Uma vez obtidos os dados de OTUs, tabelas simplificadas, contendo os dados
da atribuicao taxonémica, devem ser formatadas para gerar o arquivo de entrada
requerido na etapa inicial de trabalho do eDNAIlyzer. Ainda que sua interface grafica
restrinja a sua flexibilidade de gerenciamento de dados, em comparagao com outras
ferramentas baseadas em linhas de comando, o eDNAlyzer permite ao usuario a
geracao de tabelas distintas, a partir da selegéo de filtros especificos, que garantem
certa flexibilidade nas acbes mantendo uma interface grafica intuitiva.

Grande parte das ferramentas para analises de dados de metabarcoding é
construida para ser utilizada através de linhas de comando, visando aumentar a
flexibilidade de seu uso, permitindo a possibilidade de multiplas a¢des, e.g. VSEARCH
(Rognes, et al, 2016), USEARCH (Edgar, 2010), OBITools, pipeline para
metabarcoding (Boyer et al., 2014). Porém, o avango nos estudos de DNA ambiental,
tem evidenciado a necessidade de simplificar processos que demandam de
conhecimento adicional sobre linguagens e/ou ambientes de programacao,
especialmente, para permitir que usuarios iniciantes nesta técnica, que nao possuem
familiaridade com interfaces computacionais nao graficas, analisem os dados de
forma automatizada e segura. Neste sentido, 0 eDNAnalyzer atende essa demanda

de forma eficiente, permitindo seu uso a uma ampla gama de usuarios.
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Alguns softwares similares ao eDNAnalyzer (e.g., TaxonTableTools, Macher;
Beermann; Leese, 2021; SLIM, Dufresne et al, 2019; JAMP,
https://github.com/VascoElbrecht/JAMP), apresentam outras funcionalidades de
exploracdo e visualizagdo de resultados de metabarcoding bastante eficientes.
Entretanto, tais ferramentas ndo foram desenvolvidas para processar dados de
atribuicao taxonémica de metabarcoding, especificamente, derivados de estudos de
eDNA ou iDNA ou quando sao desenvolvidos com essa intengdo chegam apenas até
a atribuicdo taxondmica, ndo possuem funcionalidades de filtragem e tratamento
desses dados. Ja o eDNAnalyzer foi desenvolvido exatamente para esta finalidade,
com opgoes de filtragem que se adequam a ambas as metodologias mencionadas,
permitindo filtragens por area e amostradores; além de fornecer a possibilidade de
reunir os resultados de aliquotas da extracao de DNA, que, até entdo, sdo analisadas
separadamente. Além disso, o cédigo-fonte do eDNAnalyzer e suas dependéncias
foram reunidos em um Unico arquivo executavel no formato “.exe”, o que facilita sua
distribuig@o, pois 0 usuario apenas necessita de acesso a esse pequeno arquivo, nao
sendo necessarios downloads de diretérios e/ou instalagdes. Por outro lado, outras
ferramentas ja disponiveis (e.g. OBITools, Boyer et al. 2014; ranacapa, Kandlikar et
al., 2018; eDNA-Container, Wheeler et al., 2024), necessitam de instalagao usando
linhas de comando, e linguagens de programacao e bibliotecas das quais estas
dependem.

Em suma, o DNAnalyzer se apresenta como uma ferramenta amigavel e
eficiente para processar de forma rapida, simples e segura dados de atribuicdo
taxonbmica de metabarcoding, produzidos, particularmente, em estudos de eDNA
e/ou iDNA, e adicionalmente atribuir um valor de threshold para os dados obtidos, que

permite uma maior eficiéncia na filtragem das informagdes de interesse.



63

2.5 REFERENCIAS

ABRAMS, J. F.; HORIG, L. A.; BROZOVIC, R.; TAXTNER, J.; CRAMPTON-PLATT, A ;
MOHAMED, A.; WONG, S. T.; SOLLMANN, R.; YU, D. W.; WILTING, A. Shifting up a
gear with iDNA: From mammal detection events to standardised surveys. Journal of
Applied Ecology, v. 56, n. 7, p. 1637-1648, 2019.

BERNARD, J. Python Data Analysis with pandas. /n: BERNARD, J. Python Recipes
Handbook. Berkeley, CA, USA: APRESS, 2016. p. 37—48.

BOYER, F.; MERCIER, C.; BONIN, A.; LE BRAS, Y.; TABERLET, P.; COISSAC, E.
obitools: a unix-inspired software package for DNA metabarcoding. Molecular
ecology resources, v. 16, n. 1, p. 176-182, 2016. DOI 10.1111/1755-0998.12428.

CARVALHO, C. S.; OLIVEIRA, M. E.; RODRIGUEZ-CASTRO, K. G.; SARANHOLI, B.
H.; GALETTI JUNIOR, P. M. Efficiency of eDNA and iDNA in assessing vertebrate
diversity and its abundance. Molecular Ecology Resources, v. 22, n. 4, p. 1262—
1273, 2021.

CATCHEN, J.; AMORES, A.; HOHENLOHE, P.; CRESKO, W.; POSTLETHWAIT, J.
Stacks: building and genotyping loci de novo from short-read sequences. G3: Genes,
Genomes, Genetics, v.1, p. 171-182, 2011. DOI 10.1534/g3.111.000240

CLARE, E. L.; ECONOMOU, C. K.; BENNETT, F. J.; DYER, C. E.; ADAMS, K.
MCROBIE, B.; DRINKWATER, R.; LITTLEFAIR, J. E. Measuring biodiversity from DNA
in the air. Current Biology, v. 32, n. 3, p. 693- 700, 2022.

DUFRESNE, Y.; LEJZEROWICZ, F.; PERRET-GENTIL, L. A.; PAWLOWSKI, J.;
CORDIER, T. SLIM: a flexible web application for the reproducible processing of
environmental DNA metabarcoding data. BMC bioinformatics, v. 20, n. 1, p. 88, 2019.
DOI 10.1186/s12859-019-2663-2

EDGAR, R. C. Search and clustering orders of magnitude faster than
BLAST. Bioinformatics (Oxford, England), v. 26, n. 19, p. 2460-2461, 2010. DOI
10.1093/bioinformatics/btq461.

FICETOLA, G.; COISSAC, E.; ZUNDEL, S.; RIAZ, T.; SHEHZAD, W.; BESSIERE, J.;
TABERLET, P.; POMPANON, F. An In silico approach for the evaluation of DNA
barcodes. BMC genomics, v. 11, n. 1, p. 434, 2010. DOI 10.1186/1471-2164-11-434

GOSTEL, M. R.; KRESS, W. J. The expanding role of DNA barcodes: Indispensable
tools for ecology, evolution, and conservation. Diversity, v. 14, n. 3, p. 213, 2022.

HAKIMZADEH, A.; ABDALAASBUN, A.; ALBANESE, D.; BERNARD, M.; BUCHNER,
D.; CALLAHAN, B.; CAPORASO, J. G.; CURD, E.; DJEMIEL, C.; BRANDSTROM
DURLING, M.; ELBRECHT, V.; GOLD, Z.; GWEON, H. S.; HAJIBABAEI, M.
HILDEBRAND, F.; MIKRYUKOV, V.; NORMANDEAU, E.; OZKURT, E.; PALMER, J.



64

M.; ... ANSLAN, S. A pile of pipelines: An overview of the bioinformatics software for
metabarcoding data analyses. Molecular Ecology Resources, 2023. DOI
10.1111/1755-0998.13847.

HARPER, L. R.; LAWSON HANDLEY, L.; CARPENTER, A. |.; GHAZALI, M.; DI MURI,
C.; MACGREGOR, C. J.; LOGAN, T. W.; LAW, A.; BREITHAUPT, T.; READ, D. S,
MCDEVITT, A. D.; HANFLING, B. Environmental DNA (eéDNA) metabarcoding of pond
water as a tool to survey conservation and management priority mammals. Biological
conservation, V. 238, n. 108225, p. 108225, 2019. DOI
10.1016/j.biocon.2019.108225.

HEBERT, P. D. N.; CYWINSKA, A.; BALL, S. L.; DEWAARD, J. R. Biological
identifications through DNA barcodes. Proceedings. Biological sciences, v. 270, n.
1512, p. 313-321, 2003. DOI 10.1098/rspb.2002.2218

JANZEN, D. H.; BURNS, J. M.; CONG, Q.; HALLWACHS, W.; DAPKEY, T;
MANJUNATH, R.; HAJIBABAEI, M.; HEBERT, P. D. N.; GRISHIN, N. V. Nuclear
genomes distinguish cryptic species suggested by their DNA barcodes and
ecology. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America, v. 114, n. 31, p. 8313-8318, 2017. DOI 10.1073/pnas.1621504114

JetBrains. Pycharm Community Edition. Versdo 2023.3.4. 2023 Disponivel em:
https://download.jetbrains.com/python/pycharm-professional-
2023.3.4.exe?_ga=2.182844261.253259166.1711133837-

120513683.1709411782& gl=1*1s2v79s* ga*MTIwWNTEzNjgzLjE3MDKOMTE3ODI.*_
ga_9J976DJZ68*MTcxMTEzMzgzNi4zLjEuMTcxMTEzZNDkxOS410S4wLjA  Acesso
em: 22 mar. 2024.

JOHNSON, M. D.; BARNES, M. A.; GARRETT, N. R.; CLARE, E. L. Answers blowing
in the wind: Detection of birds, mammals, and amphibians with airborne environmental
DNA in a natural environment over a yearlong survey. Environmental DNA (Hoboken,
N.J.), v. 5, n. 2, p. 375-387, 2023. DOI 10.1002/edn3.388.

KANDLIKAR, G. S.; GOLD, Z. J.; COWEN, M. C.; MEYER, R. S.; FREISE, A. C;;
KRAFT, N. J. B.; MOBERG-PARKER, J.; SPRAGUE, J.; KUSHNER, D. J.; CURD, E.
E. ranacapa: An R package and Shiny web app to explore environmental DNA data
with exploratory statistics and interactive visualizations. F1000Research, v. 7, p. 1734,
2018. DOI 10.12688/f1000research.16680.1.

KRESS, W. J.; GARCIA-ROBLEDO, C.; URIARTE, M.; ERICKSON, D. L. DNA
barcodes for ecology, evolution, and conservation. Trends in ecology & evolution, v.
30, n. 1, p. 25-35, 2015. DOI 10.1016/j.tree.2014.10.008.

MACHER, T.; BEERMANN, A. J.; LEESE, F. TaxonTableTools: A comprehensive,
platform-independent graphical user interface software to explore and visualise DNA
metabarcoding data. Molecular ecology resources, v. 21, n. 5, p. 1705-1714, 2021.
DOl 10.1111/1755-0998.13358. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1111/1755-
0998.13358.



65

MARTIN, M. Cutadapt removes adapter sequences from high-throughput sequencing
reads. EMBnet.journal, v. 17, n. 1, p. 10, 2011. DOI 10.14806/ej.17.1.200.

MASSEY, A. L.; BRONZONI, R. V. M.; SILVA, D. J. F.; ALLEN, J. M.; LAZARI, P. R;
SANTOS- FILHO, M.; CANALE, G. R.; BERNARDO, C. S. S.; PERES, C.A.; LEVI, T.
Invertebrates for vertebrate biodiversity monitoring: Comparisons using three insect
taxa as IDNA samplers. Molecular Ecology Resources, v. 22, n. 3, p. 962-977, 2021.

MCKINNEY, W. Data Structures for Statistical Computing in Python. 2010.
Proceedings of the Python in Science Conference [...]. [S. I.]: SciPy, 2010.

MENA, J. L.; YAGUI, H.; TEJEDA, V.; BONIFAZ, E.; BELLEMAIN, E.; VALENTINI, A;;
TOBLER, M. W.; SANCHEZ-VENDIZU, P; LYET, A. Environmental DNA
metabarcoding as a useful tool for evaluating terrestrial mammal diversity in tropical
forests. Ecological Applications, v. 31, n. 5, p. 1-13, 2021.

MITCHELL, K.; BRITO, J. J.; MANDRIC, I.; WU, Q.; KNYAZEV, S.; CHANG, S,
MARTIN, L. S.; KARLSBERG, A.; GERASIMOV, E.; LITTMAN, R.; HILL, B. L.; WU, N.
C.; YANG, H. T.,; HSIEH, K.; CHEN, L.; LITTMAN, E.; SHABANI, T.; ENIK, G.; YAO, D.;
... MANGUL, S. Benchmarking of computational error-correction methods for next-
generation sequencing data. Genome biology, v. 21, n. 1, 2020. DOI 10.1186/s13059-
020-01988-3.

MURRAY, A.; VAN KEMENADE, H.; WIREDFOOL; CLARK (ALEX), J. A;
KARPINSKY, A.; BARANOVIC, O.; GOHLKE, C.; DUFRESNE, J.; YAY: BRETT, M.;
DWESL; SCHMIDT, D.; KOPACHEV, K.; HOUGHTON, A.; REDXEYE; MANI, S;
LANDEY, S.; KOSKELA, A.; WARE, J.; ... LEE, A. python-pillow/Pillow: 10.2.0. [S.
I.]: Zenodo, 2024.

PEDERSEN, M. W.; OVERBALLE-PETERSEN, S.; ERMINI, L.; SARKISSIAN, C;
HAILE, J.; HELLSTROM, M.; SPENS, J.; THOMSEN, P. F; BOHMANN, K;
CAPPELLINI, E.; SCHNELL, I. B.; WALES, N. A.; CARQE, C.; CAMPOS, P. F;
SCHMIDT, A. M. Z.; GILBERT, M. T. P.; HANSEN, A. J.; ORLANDO, L.; WILLERSLEYV,
E. Ancient and modern environmental DNA. Philosophical Transactions of the Royal
Society B: Biological Sciences, v. 370, n. 1660, 2015.

PORTER, T. M.; HAJIBABAEI, M. Scaling up: A guide to high-throughput genomic
approaches for biodiversity analysis. Molecular ecology, v. 27, n. 2, p. 313-338,
2018. DOI 10.1111/mec.14478.

Python Software Foundation. Python 3.12.2 documentation. [S. I.], 2 out. 2023.
Disponivel em: https://docs.python.org/3.12/. Acesso em: 22 mar. 2024.

RAJAGOPALAN, G. Prepping your data with pandas. In. RAJAGOPALAN, G. A
Python Data Analyst’s Toolkit. Berkeley, CA, USA: APRESS, 2021. p. 147-241.

ROGNES, T.; FLOURI, T.; NICHOLS, B.; QUINCE, C.; MAHE, F. VSEARCH: a
versatile open source tool for metagenomics. Peerd, v. 4, n. e2584, p. €2584, 2016.
DOI 10.7717/peerj.2584.



66

SARANHOLI, B. H.; FRANCA, F. M.; VOGLER, A. P.; BARLOW, J.; VAZ DE MELLO,
F. Z.; MALDANER, M. E.; CARVALHO, E.; GESTICH, C. C.; HOWES, B.; BANKS-
LEITE, C.; GALETTI JR., P. M. Testing and optimizing metabarcoding of iDNA from
dung beetles to sample mammals in the hyperdiverse Neotropics. Molecular ecology
resources, 2024. DOI 10.1111/1755-0998.13961.

TABERLET, P.; COISSAC, E.; POMPANON, F.; BROCHMANN, C.; WILLERSLEV, E.
Towards next-generation biodiversity assessment using DNA
metabarcoding. Molecular ecology, v. 21, n. 8, p. 2045-2050, 2012. DOI
10.1111/j.1365-294x.2012.05470.x.

TEMIZ, H. Recording performances of some file types for pandas data. European
Journal of Science and Technology, 2022. DOI 10.31590/ejosat.1103499

VOLLEBREGT, B. auto-py-to-exe. [S. I|: s. n.], 2024. Disponivel em:
https://pypi.org/project/auto-py-to-exe/.

WHEELER, D.; BRANCALION, L.; KAWASAKI, A.; ROURKE, M. L. The eDNA-
container app: A simple-to-use cross-platform package for the reproducible analysis of
eDNA sequencing data. Applied sciences (Basel, Switzerland), v. 14, n. 6, p. 2641,
2024. DOI 10.3390/app14062641.

ZHANG, J.; KOBERT, K.; FLOURI, T.; STAMATAKIS, A. PEAR: a fast and accurate
lllumina Paired-End reAd mergeR. Bioinformatics, v. 30, n. 5, p. 614-620, 2014. DOI
10.1093/bioinformatics/btt593



67

CAPITULO 3 —- MODELAGEM DE DISTRIBUIGAO DE ESPECIES PARA Alouatta
belzebul NO CENTRO DE ENDEMISMO PERNAMBUCO E IMPLICAGOES PARA
SUA CONSERVACAO

RESUMO

Alouatta belzebul é uma espécie de primata vulneravel fortemente afetada pela perda
e fragmentacdo de habitat, ocorrendo tanto na Amazobnia quanto na Mata Atlantica.
Na Mata Atlantica, A. belzebul ocorre no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP),
uma regido altamente desmatada, onde restam menos de 5% da cobertura florestal
original, com grande influéncia de atividades agropecuéarias e potencial para extincées
locais. Neste trabalho, foram realizadas andlises de modelagem de distribuicdo de
espécies para identificar areas potenciais para a presenca de A. belzebul no CEP. A
area de estudo abrangeu os estados de Alagoas, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande
do Norte. Os dados de ocorréncia de A. belzebul foram obtidos de bases de dados
publicos e dos resultados das analises de iDNA. As variaveis climaticas e ambientais
incluiriam dados de temperatura, precipitacdo, de cobertura de solo, entre outros, e
também foram obtidos de bases de dados publicos. Para gerar modelos mais
robustos, foi utilizada a abordagem de ensemble modeling, que combina diversos
algoritmos para criar um consenso entre os modelos com maior capacidade de
previsdo. As analises foram realizadas usando o pacote biomod2 em ambiente R. Os
modelos foram avaliados através do True Skill Statistic (TSS). Os resultados
mostraram que o ensemble modeling teve um desempenho superior na previsdo da
distribuicdo de A. belzebul no CEP, apresentando um valor de TSS de 0,895. As
variaveis que mais contribuiram para a previsdo de ocorréncia da espécie foram
precipitacdo anual, porcentagem de outras florestas e porcentagem de matriz
agropastoril. O modelo destacou a importancia de habitats com maior altura do dossel
e maior cobertura de arvores. Duas areas em Alagoas, onde ocorreram deteccdes
inéditas da espécie por iDNA, e uma area em Pernambuco, atualmente ndo apontada
como relevante para A. belzebul, foram indicadas como adequadas para ocorréncia
da espécie. Esses achados sao relevantes para subsidiar acdes estratégicas para a
conservacao de A. belzebul, direcionando esforcos de monitoramento e protecéo para
areas prioritarias no CEP.

Palavras-chave: areas prioritarias para conservacdo, bugios-de-maos-ruivas,

monitoramento de espécies.

3.1 INTRODUGAO

A perda e fragmentagao de habitat consiste em uma das principais ameagas a
biodiversidade. A destruicdo de florestas e ecossistemas naturais, devido a atividade
humana, tem levado a diminuicdo dramatica da abundéncia de espécies em todo o
planeta. Isso é particularmente preocupante no bioma Mata Atlantica, um importante

hotspot de biodiversidade que apresenta mais de 8.000 espécies endémicas, e que
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vem sofrendo os impactos negativos ocasionados pelo desmatamento (Tabarelli et al.,
2005). O processo de fragmentacao e perda de habitat aumenta a vulnerabilidade de
muitas espécies, aumentando seu risco de extingdo, devido principalmente a reducao
no tamanho de suas populagdes e no fluxo génico (Reed, 2004).

O bugio de maos-ruivas Alouatta belzebul é uma espécie vulneravel a extingdo
que vem sendo afetada pela perda e fragmentagdo de habitat nas areas de sua
ocorréncia, que inclui a Amazénia e Mata Atlantica. Na Mata Atlantica, esta espécie é
encontrada apenas no Centro de Endemismo de Pernambuco (CEP) (Fialho et al.,
2014; Pontes et al., 2007), uma das areas de Mata Atlantica mais ameacadas, com
menos de 2% de sua cobertura florestal original preservada (Lima et al., 2020; Pontes
et al., 2007; Tabarelli et al., 2005). Neste cenario, estratégias que assegurem o
monitoramento e a protecdo das populagcbes de A. belzebul em fragmentos
remanescentes no CEP sdo essenciais para contribuir com o programa de
conservacao da espécie (Benchimol e Peres, 2013; Bicca-Marques, 2003; Chiarello,
2003).

Os estudos de modelagem de distribuicdo de espécies se mostram eficientes
para tal propdsito, uma vez que permitem identificar areas com capacidade potencial
de abrigar uma espécie, com base em dados de sua ocorréncia e de variaveis
ambientais e climaticas, tais como temperatura, precipitagao, cobertura da vegetagao,
entre outros (Elith e Franklin, 2013; Miller, 2010). Essa abordagem pode auxiliar a
identificar areas novas de ocorréncia da espécie bem como sugerir areas adequadas
para reintrodugcdo (Genes et al., 2018), contribuindo para direcionar esforgos de
monitoramento e manejo de espécies e suas populagdes (Cayuela et al., 2009; Giné
e Faria, 2018). No presente trabalho, andlises de modelagem de distribuicdo de
espécies foram implementadas com o objetivo de identificar areas propicias para
ocorréncia de A. belzebul no CEP e assim contribuir com dados relevantes para o
desenvolvimento de estratégias de manejo e conservagéo da espécie.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Area de Estudo

A area de estudo consiste no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), uma

area de Mata Atlantica situada mais ao norte, localizada na regiao nordeste do Brasil,
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ao norte da foz do Rio Sao Francisco, que abrange os estados de Alagoas,
Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte (Figura 3.1). O CEP possui 5,6 mil
hectares de extensao, e apresenta brejos de altitude em seu entorno que atingem
areas de Caatinga. Sua vegetagao é composta por areas de tenséo ecoldgica, floresta
estacional semidecidual, floresta ombrofila aberta, floresta ombrofila densa e areas de
formacgdes pioneiras (Santos, 2006). A vegetacao natural do CEP é entremeada por
uma grande matriz agropecuaria formada em sua maioria por canaviais
implementados a partir da década de 70. Essa matriz também é constituida de
pastagens e areas urbanas, fazendo com que os fragmentos florestais se tornem cada
vez mais isolados e inadequados para a manutencédo da biodiversidade neste local
(Tabarelli e Roda, 2005).

Os brejos de altitude sdo enclaves na Caatinga que apresentam vegetagao
mais proxima da Mata Atlantica do sudeste do que o resto do CEP que possui mais
similaridades com a Amazénia (Santos, 2006). Para as analises de modelagens,
consideramos neste trabalho, apenas os limites de Mata Atlantica estabelecidos por
Muylaert et al. (2018) para o CEP. Portanto, um buffer de 0,25 graus, a partir da borda
do perimetro da area considerada foi criado, sem incluir os brejos de altitude,
localizados em areas de Caatinga, fora da distribuicdo reportada para a espécie
(Valenga-Montenegro et al., 2018).
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Figura 3.1 - Mapa de uso do solo do Centro de Endemismo Pernambuco.

3.2.2 Dados de Ocorréncia de Alouatta belzebul

Para levantamento dos dados de ocorréncia de A. belzebul foram feitas buscas
nas bases de dados publicos do sistema SALVE-ICMBIo (Sistema de Avaliagdo do
Risco de Extincdo da Biodiversidade — Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade), Species Link e iNaturalist, e no Datapaper Atlantic Primates (Culot et
al., 2019) (Tabela 3.1). Posteriormente, as informacdes relativas a ocorréncia de A.
belzebul nos estados que compreendem o CEP foram selecionadas. Para considerar
dados mais acurados e precisos das varidveis ambientais e climaticas, e dos registros
de ocorréncia da espécie, georreferenciados (GPS), consideramos apenas as
informacgdes disponiveis a partir de 1980 (Kumar e Moore, 2002). Nao foram
consideradas ocorréncias para coordenadas que representavam a localidade de
museus e/ou zooldgicos. Além disso, consideramos também os dados de ocorréncia
da espécie, provenientes dos resultados derivados das analises de iDNA, descritos

no primeiro capitulo dessa dissertacdo, para comparacéo dos resultados.



Tabela 3.1 - Ocorréncia de Alouatta belzebul segundo a literatura e bancos de dados publicos.
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Método Estado Longitude Latitude Referéncia Base fonte
Entrevista Paraiba -34.919375 -6.9985 Dados nao publicados. — Data paper - Atlantic
Valenca-Montenegro, M. M. Primates
Transecto linear Paraiba -34.95555556 -7.021111111 Fialho e Gongalves, 2008,  _ot@ ppif’ni;t ?;la”t'c
Transecto linear Paraiba -34.95781944 -7.025169444 Fialho et al., 2014 Data F;arf’:i;t :Stlam'c
Paraiba -34.96666667 -7.133333333 Ayres, 1997 Data paper - Atlantic
Primates
Entrevista Rio Grande do Norte -34.97962222 -6.437222222 Fialho et al., 2014 Data Fﬁf’;;t ?S“am'c
Museu Rio Grande do Norte -34.99849167 -6.40895 Coimbra-Filho; Camara; - Data paper - Atlantic
Rylands, 1995 Primates
Entrevista Paraiba -35.08823889 -7.192813889 Fialho et al., 2014 Data paper - Atlantic
Primates
Entrevista Paraiba -35.091025 -7.015108333 Dados nao publicados.  Data paper - Atlantic
Valenca-Montenegro, M. M. Primates
Paraiba 35.1 -6.666666667 Ayres, 1997 Data paper - Atlantic
Primates
) o , . Data paper - Atlantic
Coleta e visualizacédo Paraiba -35.15441667 -7.042833333 Fialho et al., 2014 Primates
. , Data paper - Atlantic
Transecto linear Paraiba -35.158889 -7.053056 Hue; Caubet; Moura, 2017 Primates
Paraiba -35.2 -7.083333333 Langguthetal, 1987 ~ Datapaper-Atantic
Primates
Pernambuco -35.41666667 -8.716666667 Almeida; Pimentel; Silva, Data paper - Atlantic
1995 Primates
Pernambuco -35.51666667 8.7 Gregorin, 2006 Data paper - Atlantic
Primates
Entrevista Alagoas -35.83635556 -9.2626 Fialho et al., 2014 Data paper - Atlantic

Primates
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Entrevista

Entrevista

Entrevista

Entrevista

Entrevista

Entrevista

Fotografia/avistamento

direto

Fotografia/avistamento

direto

Vestigio
Vestigio
Visualizacao
Visualizagao
Visualizacao

Visualizacao

Alagoas
Alagoas
Alagoas

Rio Grande do Norte

Rio Grande do Norte
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba
Paraiba

Paraiba

-35.87130278

-35.93333333

-36.13333333

-35.017695

-35.021573

-35.100458

-35.137244

-35.16556

-34.960447

-35.1563

-34.989564

-35.052117

-35.149058

-34.98736282

-35.04426768

-35.09875074

-9.214580556

-9.316666667

-9.916666667

-6.473944

-6.487743

-6.935659

-6.984608

-7.04687

-6.995101

-7.04223

-7.018489

-7.019156

-7.065944

-7.0865581

-7.15965781

-7.18553205

Melo, 2017
Gregorin, 2006

Gregorin, 2006

Ludwig et al., in prep.
Ludwig et al., in prep.
Ludwig et al., in prep.
Ludwig et al., in prep.

Ludwig et al., in prep.

https://www.inaturalist.org/

observations/90469743

https://www.inaturalist.org/
observations/118742205

Oliveira e Oliveira, 1993
Oliveira e Oliveira, 1993

Oliveira e Oliveira, 1993

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

Data paper - Atlantic
Primates

iNaturalist

iNaturalist

SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
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Visualizacao
Visualizacao
Visualizacao
Visualizacao
Visualizacéo
Visualizacao
Visualizacao

Coleta

Observagao por

maquina/Vocalizagao

Paraiba
Paraiba
Paraiba
Pernambuco
Paraiba
Rio Grande do Norte
Paraiba
Alagoas

Paraiba

-35.10002556

-35.02219856

-35.18213548

-35.403917

-34.95482825

-34.981897

-35.17344276

-35.833333

-35.23279953

-6.878569492

-7.15277578

-6.7256411

-8.712667

-7.01435336

-6.430662

-6.72652179

-9.25

-7.096389771

Fialhoetal., 2014

Fialhoetal., 2014

Coimbra-Filho; Camara;

Rylands, 1995
Fialho etal., 2014

Coimbra-Filho; Camara;

Rylands, 1995

Porfirio; Laroque; Oliveira,

2002

Langguth et al., 1987

SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2023
SALVE-ICMBio Jul
2024
SALVE-ICMBio Jul
2025
SALVE-ICMBio Jul
2026
SALVE-ICMBio Jul
2027

Species Link
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3.2.3 Variaveis Ambientais

Para levantamento dos dados de variaveis ambientais e climaticas, utilizamos
0 Google Earth Engine (GEE) (Gorelick et al., 2017), para acessar e/ou manipular
informag@es disponiveis no WorldClim V1 Bioclim (Hijmans et al., 2005), no Projeto
MapBiomas, na Colecéo 8 (Souza et al., 2020), no DNIT (Departamento Nacional de
Infraestrutura de Transportes do Brasil).

Para variaveis climaticas foram utilizados dados para temperatura média
anual; temperatura maxima do més mais quente; temperatura minima do més mais
frio; sazonalidade da temperatura; variagdo anual da temperatura; precipitacao
anual; precipitacdo do més mais Umido; precipitacdo do més mais seco; e
sazonalidade da precipitacdo. Para variaveis topogréaficas foram utilizados dados de
elevacéo e declividade. Para variaveis de cobertura de solo, com excec¢éo da altura
do dossel e cobertura de arvores, foram usados dados para porcentagem
agropastoril; nimero de fragmentos florestais; cobertura de arvores; altura do dossel;
e porcentagem de outras florestas, incluindo as demais categorias de floresta, a
saber: formacéo savanica, mangue, floresta alagavel, restinga arbérea e silvicultura.
Foram usados também dados de variaveis relacionadas a atividade humana, como
distancia para rodovias e o indice de modificagcdo humana global gHM (Global Human
Modification). Uma variavel de distancia para unidades de conservacédo também foi
utilizada. Todas as variaveis foram reprojetadas para a resolucdo espacial de 1 km.
Maiores detalhes sobre as variaveis usadas no trabalho sédo apresentados na Tabela
3.2.



Tabela 3.2 - Variaveis escolhidas para a modelagem de distribuicdo de espécie

75

Unidade

Categoria Variavel Cédigo : Utilizado Descricdo Provedor de dados Referéncia
de medida
Temperatura média o % ~ Temperatura média anual University of California, .
anual annualTemp C*10 N&o do WorldClim V1 Berkeley Hijmans et al., 2005
Temperatura Temperatura maxima de University of California
maxima de més tempMaxWarmMonth °C * 10 Sim més mais quente do Berkele y " Hijmans et al., 2005
mais quente WorldClim V1 y
Temperatura Temperatura minima do University of California
minima do més tempMinColdMonth  °C * 10 N&o més mais frio do Berkele Y ' Hijmans et al., 2005
mais frio WorldClim V1 y
; Sazonalidade da . . e
?eanz]og;egltﬂ?ge da tempSeason °C * 100 Sim temperatura do gg;\lizlrglty of California, Hijmans et al., 2005
8 P WorldClim V1 y
EG Variacdo anual da Variagdo anual da University of California
O & tempAnnualRange °C * 10 N&o temperatura do y ' Hijmans et al., 2005
temperatura : Berkeley
WorldClim V1
. . . Precipitacdo anual do University of California, -
Precipitagédo anual  annualPrecip mm Sim WorldClim V1 Berkeley Hijmans et al., 2005
Precipitacdo do més ~ Precipitagéo do més mais University of California, -
mais umido precWetMonth mm Nao Uumido do WorldClim V1 Berkeley Hijmans et al., 2005
Precipitacdo do més ~ Precipitagdo do més mais University of California, -
mais seco precDryMonth mm N&o seco do WorldClim V1 Berkeley Hijmans et al., 2005
; Sazonalidade da . . N
S?ezc?ni?gdgge da precSeason mm Sim precipitacéo do LBJQPIZ:ZIW of California, Hijmans et al., 2005
precipriag WorldClim V1 y
o ~ . ~ Modelo de elevagéo . European Space
l‘% Elevagéo elevation m N&o digital Copernicus Agency; Airbus, 2022
o)
8 - . Inclinagdo da superficie , European Space
L Declividade slope m Sim do solo Copernicus Agency: Airbus, 2022




Tabela 3.1 - Variaveis escolhidas para a modelagem de distribuicdo de espécie (continuacao)
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Cobertura de solo

Humana

Porcentagem
agropastoril

Ndmero de
fragmentos
florestais

Cobertura de
arvores

Altura do dossel

Porcentagem de
outras florestas

Distancia para
rodovias

Global Human
Modification

Distancia para
areas protegidas

percAgropastoral

nFrag

treeCanopyCover

canopyHeight

percOtherForests

distRoads

gHM

distAreasProt

%

%

%

%

%

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Porcentagem de matriz
agropastoral em buffer de
1km de raio

Numero de fragmentos de
Mata Atlantica em um
buffer de 1km de raio

Porcentagem de pixels
cobertos por arvores

Altura do dossel

Porcentagem de
formag®es florestais ndo
de Mata Atlantica em um
buffer de 1km de raio

Distancia euclidiana para
rodoviais federais e
estaduais com dados do
DNIT

Medida cumulativa de
modificacdo humana

Distancia euclidiana para
areas protegidas com
dados do World Database
on Protected Areas

MapBiomas Colec¢éo 8.0

MapBiomas Colec¢éo 8.0

NASA LP DAAC at the
USGS EROS Center

ETH Global Sentinel-2
10m Canopy Height

MapBiomas Colecéo 8.0

DNIT

Conservation Science
Partners

UN Environment World
Conservation Monitoring
Centre (UNEP-WCMC) /
Protected Planet

Souza et al., 2020

Souza et al., 2020

Sexton et al., 2013

Lang et al., 2023

Souza et al., 2020

Departamento
Nacional de
Infraestrutura de
Transportes do Brasil
(DNIT)

Kennedy et al., 2019

UNEP-WCMC; IUCN,
2023
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Apés a coletanea das variaveis, foi feita uma correlagdo de Pearson para
exclusdo de variaveis que apresentaram valores de r > 0,7 e/ou correlagbes com
duas ou mais variaveis, tentando manter pelo menos uma variavel de cada categoria
(Collart et al.,, 2020; Dormann et al, 2013). Apds isso, foi feito o calculo de
multicolinearidade, utilizando o Fator de Inflagdo da Variancia (VIF). Este calculo foi
feito sucessivamente, removendo-se a varidvel com maior VIF, até que todas as
variaveis apresentassem um valor de VIF < 4 (Franga, 2023; Gao et al., 2023;
Polaina, Part, Recio, 2020).

3.2.4 Modelagem de Distribuicdao de Espécies

As analises de modelagens foram feitas usando-se o pacote biomod2 (Thuiler
et al., 2023) em ambiente R 4.2 (R Core Team, 2023). Foram utilizados 10000 pontos
de pseudoauséncia com distancia minima de 1 km de ponto para ponto (Breiner et al.,
2015), considerando toda area do CEP. As distancias entre esses pontos foram as
mesmas do comprimento dos raios adotados para os buffers. Foram feitas 100
replicacbes para cada algoritmo (Scherrer et al., 2019). Para gerar os modelos, 0s
dados de ocorréncia da espécie e de variaveis ambientais e climaticas foram
separados em dois grupos, de treino e de teste, considerando 80% dos dados para
treino e 20% para teste (Scherrer et al., 2019).

Os modelos foram gerados utilizando os seguintes algoritmos: generalized
linear models (GLM), classification and regression trees (CTA) (Breiman et al., 1984),
artificial neural networks (ANN) (Ripley, 1996), surface range envelopes (SRE) (Busby,
1991; Booth et al., 2014), flexible discriminant analysis (FDA) (Hastie et al., 1994),
multivariate adaptative regression splines (MARS) (Friedman, 1991), random forests
(RF) (Breiman, 2001) e eXtreme Gradient Boosting Training (XGBOOST) (Chen e
Guestrin, 2016). Usamos também a abordagem ensemble modeling (EM) que consiste
em, primeiramente, gerar diversos modelos usando algoritmos distintos e,
posteriormente, gerar um consenso usando os modelos que apresentaram maior
capacidade de previsao (Engler et al., 2013; Hao et al., 2019), considerando valores
de True skill statistic (TSS) maiores que 0,8 (Allouche et al., 2006).

Para gerar o consenso no EM foram atribuidos pesos para cada variavel, de
acordo com seu desempenho em cada modelo, para obtencédo de dados relativos (i)

a importancia de cada variavel para a distribuicdo da espécie; (ii) as curvas resposta
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para cada variavel, mostrando a probabilidade de ocorréncia da espécie, dependendo
do valor da variavel em questéo; (iii) a camada raster de probabilidade de ocorréncia

da espécie; e (iv) a camada raster binaria de ocorréncia e ndo-ocorréncia da espécie.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés as analises de correlacdo de Pearson (Figura 3.2) e de
multicolinearidade, considerando valores de VIF < 4,0 (Tabela 3.3), foram mantidas
as seguintes varidveis: precipitacdo anual, sazonalidade da precipitacao,
sazonalidade da temperatura, temperatura do més mais quente, porcentagem de
outras florestas, porcentagem agropastoril, cobertura de arvores, altura do dossel,
declividade, distancia para rodovias e distancia para areas protegidas.

Trés métodos apresentaram valores de TSS > 0,8 (RF, XGBOOST, EM) (Figura
3.3), e embora o ensemble modeling, tenha apresentado um valor de TSS de 0,895,
ligeiramente inferior ao RF e XGBOOST, ele foi adotado como o0 mais adequado para
prever a distribuicdo de A. belzebul no CEP, uma vez que combina as capacidades
de diversos métodos estatisticos, apresentando uma tendéncia a criar modelos mais
robustos e precisos (Meller et al., 2014), em comparagao com a maioria dos algoritmos
gue analisa os dados de forma isolada, e pode gerar respostas diferentes em relacéo
ao tamanho amostral, prevaléncia da espécie e escala geografica, por exemplo
(Grenouillet et al., 2011).

As variaveis que apresentaram na média maior importancia para a previsao da
distribuicdo de A. belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco (Figura 3.4) foram
precipitacdo anual (¥ = 0,48), porcentagem de outras florestas (x = 0,27), e
porcentagem de matriz agropastoril (x = 0,18). De acordo com o modelo final gerado
pelo EM foi possivel inferir preferéncias de habitat da espécie-alvo para as variaveis
ambientais incluidas nos modelos (Figura 3.5). Foi notada uma preferéncia por
habitats com maior altura do dossel, e com maior concentracdo em dosseéis com altura
de 20 metros ou mais. O mesmo foi visto em relacdo a cobertura de arvores, que
indicou que locais com maior cobertura de arvores tém maior probabilidade de

ocorréncia da espécie.
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Figura 3.2 - Matriz de correlacdo mostrando o valor do r de Pearson para as variaveis
ambientais pré-definidas para as modelagens de distribuicdo de espécies.

Tabela 3.3 - Valores de VIF para as variaveis, VIF inicial e VIF final depois da remocao da
variavel com maior multicolinearidade.

Variaveis VIF Inicial VIF Final
canopyHeight 1.983597 1.994368
treeCanopyCover 2.213081 2.221348
slope 1.283721 1.263052
distAreasProt 1.381774 1.409018
distRoads 1.211398 1.190051
Elevation 7.490128 Removida
gHM 1.231546 1.184474
percAgropastoral 1.746061 1.731061
percOtherForests 2.978685 2.960011
annualPrecip 4.69659 3.756113
precSeason 1.965601 1.877214
tempMaxWarmMonth 4.940685 1.552674
tempSeason 2.457164 1.972942
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Figura 3.3 - Avaliacdo por TSS dos modelos gerados por cada um dos algoritmos
isoladamente e do modelo gerado pelo ensemble desses modelos. Linha pontilhada
representa TSS =0,8.
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Figura 3.4 - Importadncia média das varidveis ambientais para previsdo da distribuicdo de
Alouatta belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco.
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Figura 3.5 - Curvas resposta para a distribuicdo de Alouatta belzebul para a cada variavel
ambiental selecionada para a modelagem.

Em Alouatta guariba (Humboldt, 1812), estudos evidenciaram que habitats com
a presenga de corpos d’agua, e eventualmente maior precipitagéo atrelada, tendem a
ocupar uma posi¢ao de destaque na escala de importancia para a distribuicado da
espécie (Galan-Acedo et al., 2024), corroborando os dados aqui encontrados para
importancia de areas com maior precipitagdo. Adicionalmente, Silvestre et al. (2020)
demonstraram que para A. belzebul a estrutura florestal de savanas amazénicas nao
apresentou grande importancia para a distribuicado da espécie, coincidindo mais uma
vez com 0s nossos achados, que apesar de apresentarem alguma previsdo de
ocorréncia, nao indicaram ser as variaveis ambientais mais preponderantes para a

especie.
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Levando em conta a presenca de formacdes florestais que nao florestas de
Mata Atlantica, os nossos dados mostraram que a ocorréncia de A. belzebul € mais
provavel em ambientes com pouca presencga dessas formacdes. Porém, areas sem a
presenca de formacdes florestais diferentes apresentaram probabilidade muito baixas
para ocorréncia da espécie. Por outro lado, areas com maior porcentagem de matriz
agropastoril apontaram maior chance de ocorréncia de A. belzebul, confirmando
dados da literatura que reportam a capacidade desse género de ocupar ambientes
fragmentados, usando matriz natural ou cultivada, para alimentagcédo, descanso e
outras atividades (Ludwig et al., 2020; Pozo-Montuy; Serio-Silva; Bonilla-Sanchez,
2011; Pozo-Montuy et al., 2013). Em relacdo a declividade do ambiente, areas com
menor variagao no terreno parecem ter maior chance de abrigar A. belzebul. Quanto
a influéncia humana, nossos achados revelaram que quanto menor a distancia de um
fragmento a uma area protegida ou unidade de conservacéo, maior € a probabilidade
de encontrar a espécie. Por outro lado, quanto menor a distancia para rodovias, menor
a probabilidade de ocorréncia da espécie, sendo que esta aumenta mais a partir de
distancias superiores a 9 km. Por fim, quando consideramos os dados de gHM houve
uma probabilidade muito grande nos indices mais baixos, o que vai de encontro com
o resultado das outras variaveis.

Estes resultados ressaltam a importancia da manutencao e criagao de unidades
de conservagao para a conservagao de A. belzebul no CEP, ndo apenas em areas
florestais, mas também em &reas com diferentes matrizes, as quais podem
representar areas chaves para conservacdo de espécies com boa capacidade de
resiliéncia e, portanto, de se adaptarem a ambientes modificados (Pozo-Montuy;
Serio-Silva; Bonilla-Sanchez, 2011). Por outro lado, tais achados também indicam a
necessidade de diminuir a proximidade de rodovias e centros urbanos das areas
adequadas para ocorréncia da espécie, e eventualmente de construir pontes ou outros
métodos de passagem de fauna que assegurem que Os animais possam cruzar as
rodovias de forma segura (Hetman et al., 2019; Ludwig et al., 2020).

Os resultados para as variaveis climaticas indicaram que locais com uma maior
precipitacdo anual e um nivel intermediario de variagao da precipitagao, tem maior
probabilidade de ocorréncia da espécie. Habitats com temperaturas mais amenas
para o CEP, em torno de 26°C, e com baixo nivel de variagdo de temperatura ao longo
do ano, se mostraram mais adequados para a ocorréncia de A. belzebul. De fato,

esses animais tendem a se deslocar mais em periodos mais secos, permanecendo
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mais tempo em locais com maior precipitagdo (Bonvicino, 1989; Souza, 2005; Silva,
2015). Em Alouatta pigra estudos evidenciam que altas temperaturas aumentam o
tempo de descanso da espécie, o que pode impactar no tempo livre para as demais
atividades (Aristizabal et al., 2018). Neste contexto, os efeitos atuais das mudancgas
climaticas, com o aumento crescente da temperatura global, tendem a diminuir as
areas capazes de abrigar as espécies de Alouatta, incluindo A. belzebul. Ressaltamos,
portanto, o direcionamento de esforgos para a conservagado de areas que visem a
manutencado de microclimas mais amenos, para abrigar esses primatas no caso da
necessidade de remanejamento de populagbes em fragmentos com temperaturas

mais elevadas.

3.3.1 Projecdo dos Modelos

A projecao dos modelos de distribuigao obtidos para a regido do CEP (Figura
3.6) indica que os estados do Rio Grande do Norte e da Paraiba demonstram ser os
mais adequados para abrigar A. belzebul, sendo que a Paraiba possui a maior area
com alta probabilidade de ocorréncia da espécie. Em Pernambuco foram apontadas
duas areas de menor extensido com alta probabilidade de ocorréncia da espécie,
sendo que mais ao nordeste do estado, ha uma area de grande probabilidade de
ocorréncia de A. belzebul, que ndo esta incluida nas Areas Importantes para a
Conservagao de Primatas do Nordeste (Al-ICMBio, 2021) para esta espécie, sendo
mencionada como relevante apenas para Sapajus flavius. J& em Alagoas as
probabilidades mais altas se concentram apenas na ESEC de Murici.

Quando comparamos os dados de modelagem obtidos neste estudo com os
dados de ocorréncia da espécie obtidos através das analises de iDNA, e os dados
disponiveis na literatura, os resultados mostram congruéncias (Tabela 3.1). Os pontos
analisados por iDNA nos quais a espécie foi detectada na Paraiba e no Rio Grande
do Norte estdo todos localizados em areas com alta chance de ocorréncia de A.
belzebul. Além disso, as novas areas de ocorréncia em Alagoas, em que a espécie foi
detectada via iDNA, também sdo apontadas na analise de modelagem como areas
propicias para A. belzebul. Em relacdo a ESEC de Murici e a RPPN Fazenda
Pacatuba, que possuem alta chance de abrigar a espécie de acordo com a projegao
da modelagem aqui realizada, embora A. belzebul nao tenha sido detectada por iDNA

neste local, devido a limitagbes na coleta das amostras na regiao amostrada, a
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presenca da espécie ja havia sido reportada na literatura nesta ESEC (Langguth et
al., 1987).

Em suma, a modelagem de distribuicdo de espécies empregada neste trabalho
se mostrou capaz de indicar areas adequadas para ocorréncia de A. belzebul,
corroborando dados de ocorréncia atual, e apontando areas que possuem potencial
de abrigar a espécie em futuros projetos de reintrodugdo. Embora os resultados deste
trabalho evidenciem areas importantes para a ocorréncia de A. belzebul no CEP, na
atualidade, € importante ressaltar que as mudancas climaticas prementes tém afetado
cada vez mais espécies dependentes de florestas que habitam areas mais
fragmentadas, como é o caso da espécie focal de estudo. Portanto, ainda que o CEP
represente, atualmente, uma regido considerada ambientalmente estavel ao longo do
tempo, sendo denominada Refugio Pernambuco, proje¢des para o futuro demonstram
perda de areas adequadas para abrigar espécies de mamiferos (De Oliveira et al.,
2023). Neste cenario, estudos futuros que considerem analises preditivas no CEP,
especificamente, para A. belzebul, podem ajudar a definir, e eventualmente mitigar, os
impactos do aumento de temperatura, sob as populagcbes desta espécie nas areas
levantadas. Assim, além de estabelecer as areas prioritarias para conservacao de A.
belzebul, considerando os dados produzidos neste estudo, esforcos devem ser
empregados para simular mudangas climaticas e na paisagem e predizer a

adequabilidade das areas do CEP para o futuro.
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Figura 3.6 - Mapas de probabilidade e mapa binario da modelagem da distribuicdo de Alouatta belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco.
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Il CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

O desenvolvimento desta dissertacdo de mestrado, possibilitou avaliar a
eficiéncia do uso de métodos como DNA ambiental e DNA derivado de invertebrados
para a deteccdo de A. belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP). Além
disso, uma abordagem de modelagem de distribuicdo de espécies foi realizada de
forma complementar para indicar areas potenciais para a ocorréncia da espécie. Os
dados obtidos indicam novos registros para a ocorréncia atual da espécie e areas com
potencial para sua ocorréncia. Tais dados sao importantes para fomentar agdes de
manejo e de conservagao da espécie. Adicionalmente, como resultado secundario do
desenvolvimento deste projeto, um software para lidar com dados de metabarcoding
produzidos em estudos de eDNA e/ou iDNA, foi desenvolvido com a finalidade de
otimizar o processamento e manipulacdo de dados massivos provenientes das
atribuicdes taxondmicas inerentes ao emprego de tais abordagens. Em suma, os
dados gerados neste trabalho s&o valiosos para o desenvolvimento de estratégias que
visem o monitoramento, 0 manejo e a conservagdo de A. belzebul no Centro de
Endemismo Pernambuco, servindo como modelo para estudos similares em outras
espécies e localidades. A seguir encontram-se descritas uma sintese dos principais

resultados obtidos nos trés capitulos apresentados neste trabalho.

- Dados relativos as condicdes do ambiente estudado, aos amostradores e aos mini-
barcodes utilizados devem ser considerados, visando otimizar o emprego dos
meétodos de iDNA e eDNA para deteccao de A. belzebul.

- A técnica de iDNA se mostrou eficiente para detectar a espécie no local de estudo,
mostrando maior eficiéncia para o uso do amostrador mosca e do mini-barcode para
o gene mitocondrial 16SrRNA para a busca da espécie no CEP.

- A técnica de eDNA nao se mostrou eficiente para detectar a espécie no local de
estudo, devido provavelmente as intensas chuvas ocorridas durante o periodo de
coleta das amostras de agua.

- Foi possivel detectar a espécie via iDNA na maioria das areas com confirmagao
anterior de sua ocorréncia.

- Nas areas em que a espécie possivelmente ocorre, mas nao foi detectada via iDNA,
foram destacados pontos relevantes que devem ser contornados durante a coleta de

material para evitar resultados falsos-negativos em estudos futuros.
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- Dados inéditos para ocorréncia da espécie foram reportados em trés areas em que
nao havia registro anterior reportado na literatura, através do emprego do método
iDNA.

- A anadlise de modelagem de distribuicdo de espécies para A. belzebul no CEP
apontou uma grande area com alto potencial de ocorréncia da espécie no estado da
Paraiba e areas menores no Rio Grande do Norte e Pernambuco, sendo que Alagoas
possui menor potencial de ocorréncia da espécie com algumas areas menores com
alto potencial.

- Uma grande area de alto potencial de abrigar a espécie foi evidenciada em
Pernambuco, onde atualmente a ocorréncia de A. belzebul é descartada, sendo
considerada como area importante apenas para Sapajus flavius.

- Esta nova area com potencial adequabilidade para ocorréncia da espécie pode se
constituir em uma area para reintrodugdo em agdes de conservagdo e manejo da
especie.

- Através da analise de modelagem foi possivel compreender como algumas variaveis
ambientais podem influenciar a distribuicdo de espécie no CEP.

- Os resultados das modelagens corroboram os resultados do iDNA, uma vez que as
areas em que houve deteccdo inédita da espécie via iDNA, consistiram em areas de
potencial elevado de abrigar a espécie pelas modelagens.

- O software eDNAnalyzer, desenvolvido neste trabalho, se mostrou eficiente para
agilizar o processo de analise dos resultados de atribuicdo taxonébmica provenientes
de sequenciamento via metabarcoding utilizados em abordagens de eDNA e/ou iDNA.
- Esta ferramenta computacional, desenvolvida em linguagem Python, possui interface
grafica amigavel e intuitiva para permitir que usuarios nao familiarizados com linhas
de comando/linguagens de programagao simplifiquem o processamento e filtragem

de dados oriundos de analise de metabarcoding.
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