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RESUMO GERAL 

 

A espécie Alouatta belzebul, conhecida como guariba-de-mãos-ruivas, espécie 
Vulnerável à extinção, ocorre na Amazônia e no Centro de Endemismo Pernambuco 
(CEP), trecho da Mata Atlântica altamente devastado, localizado ao norte da foz do 
rio São Francisco. A fragmentação do habitat é uma das principais ameaças à 
conservação deste primata, afetando sua distribuição e comportamento, como 
vocalização e movimentação. Um dos principais objetivos desta pesquisa foi validar 
métodos não invasivos para detecção da espécie em fragmentos florestais do CEP, 
localizados nos estados de Alagoas, Paraíba e Rio Grande do Norte, usando 
amostras de água e do conteúdo estomacal de moscas e mosquitos, através do 
emprego das abordagens de DNA ambiental (eDNA) e DNA derivado de invertebrados 
(iDNA), respectivamente. Além disso, uma análise de modelagem de distribuição de 
espécies (SDM) foi empregada para prever áreas potenciais de ocorrência da 
espécie, usando variáveis ambientais relevantes, como precipitação, temperatura e 
cobertura do solo. O uso combinado de tais metodologias se mostrou uma alternativa 
eficaz para identificar a espécie e prever áreas de sua ocorrência, contribuindo 
efetivamente para o monitoramento e conservação da espécie. Os resultados 
mostraram que o iDNA possibilitou a detecção de A. belzebul na área de estudo, 
revelando novas áreas de ocorrência da espécie em Alagoas e Pernambuco. As 
análises de modelagem indicaram que áreas com maior altura do dossel e cobertura 
arbórea são essenciais para a conservação da espécie. A relação entre a presença 
da espécie e variáveis ambientais destaca a importância da integridade do habitat 
para a sobrevivência de A. belzebul. Esses achados podem auxiliar a identificar áreas 
mais propícias à criação de corredores ecológicos e áreas críticas ou prioritárias para 
a conservação da espécie, contribuindo para apoiar políticas públicas voltadas a 
conservação da espécie no CEP. Desta forma, os resultados deste trabalho 
acrescentam não apenas informações relevantes sobre a distribuição atual e 
potencial de A. belzebul no CEP, mas se mostram uteis para orientar ações de manejo 
e monitoramento da espécie. Adicionalmente, o uso combinado de métodos 
alternativos de detecção de espécies, como eDNA e iDNA, com análises de 
modelagem de distribuição de espécies, empregado neste estudo, se constitui um 
modelo relevante que pode ser aplicado a outras espécies ameaçadas em regiões 
fragmentas, similares à estudada. Este trabalho, portanto, avança não apenas no 
conhecimento sobre a distribuição e ecologia de A. belzebul, mas também fornece 
ferramentas práticas voltadas ao monitoramento e conservação da biodiversidade. 

 

Palavras-chave: Fragmentação de habitat; Mata Atlântica, Genética da conservação; 

Modelagem de distribuição de espécies; Novas ocorrências. 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

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 
São 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, Paraíba, 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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I INTRODUÇÃO GERAL  

 

I.1 CONTEXTUALIZAÇÃO DA PROBLEMÁTICA 

 

As espécies pertencentes ao gênero Alouatta (Família Atelidae) são 

popularmente conhecidas como bugio, guariba, macaco-uivador ou barbudo. Os 

bugios são primatas neotropicais (Parvordem Platyhrrini) de grande porte que 

possuem cauda preênsil, além de um aparato ósseo hioide desenvolvido e modificado 

em um complexo de ressonância responsável pela grave vocalização, audível a 

longas distâncias (Corrêa, 2012). Este gênero 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 primárias e secundárias e habitats degradados devido à interferência 

humana, tais como fragmentos florestais de poucos hectares (Bicca-Marques, 2003; 

Gregorin, 2006). 

É sabido que a fragmentação do habitat provoca a diminuição no tamanho da 

área de distribuição das espécies de Alouatta, podendo promover mudanças na 

composição 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 às folhas em ambientes fragmentados, nos 

quais há falta de frutos carnosos, e, dessa forma, aumentar sua densidade 

populacional nos estágios iniciais de fragmentação do habitat (Arroyo-Rodríguez & 

Dias, 2010; Bicca-Marques, 2003). No entanto, com o passar do tempo, a perda de 

capacidade de suporte do ambiente fragmentado, em geral, causa redução 

populacional (Arroyo-Rodríguez & Dias, 2010). 

Um exemplo de sucesso de intervenção para conservação do gênero foi a 

criação da Reserva Biológica Guaribas, na Paraíba, em 1990 e reintrodução da 

espécie Alouatta belzebul (Linnaeus, 1766) (IBAMA, 2003). O programa de 

reintrodução da espécie se deu a partir de 1998 com diversas ações de translocações 

ao longo dos anos, totalizando cerca de 24 indivíduos translocados até 2017, com 

evidências de reprodução (Coimbra; Buss; Bocorny de Azevedo, 2022). 

Em ambientes fragmentados, a frequência e o tipo de vocalização realizada 

pelos bugios também podem se modificar. Considerando que as vocalizações mais 

altas e audíveis a longas distâncias são usadas, na maioria das vezes, para defesa 
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territorial em relação a outros grupos, estas perdem sua relevância em ambientes 

fragmentados, uma vez que encontros entre grupos competidores tendem a diminuir, 

devido à ausência de conectividade entre os fragmentos (Gaspar, 1997; Steinmetz, 

2000). Neste cenário, os rugidos característicos do gênero perdem sua utilidade e 

passam a ser menos frequentes, o que pode causar a falsa impressão de que esses 

primatas não estão presentes na região, comprometendo o levantamento de dados 

de ocorrência das espécies via métodos tradicionais, baseados, por exemplo, em 

entrevistas às comunidades locais, as quais passam a relatar que não mais escutam 

os animais na região. 

Considerando que a fragmentação de habitats tem sido um dos principais 

fatores responsáveis pelo aumento de extinções 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 presença 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 detecção de espécies, e consequentemente seu monitoramento, as análises 

genético-moleculares de dados gerados pelo emprego das abordagens de DNA 

ambiental (eDNA) e DNA derivado de invertebrados (iDNA) têm se mostrado 

eficientes, especialmente, no caso do estudo de espécies raras e/ou com hábitos 

elusivos (Banerjee et al., 2021). 

Além dos estudos de eDNA e iDNA, análises de modelagem de distribuição de 

espécies podem auxiliar a predizer possíveis habitats adequados à ocorrência de uma 

espécie (Larson; Millspaugh; Thompson, 2009). Essa abordagem envolve relacionar 

as ocorrências conhecidas de uma espécie com as condições ambientais nesses 

locais e, em seguida, usar essa relação para estimar a distribuição potencial da 

espécie em uma paisagem mais ampla (Douglas et al., 2016; Hefley e Hooten, 2016). 

Dessa forma, a modelagem de distribuição de espécies pode reduzir 

significativamente os requisitos de amostragem de campo, pois concentra os esforços 

em áreas mais promissoras (García-Roselló et al., 2019; Hefley e Hooten, 2016). 
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I.2 OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS E HIPÓTESE DE TRABALHO 

 

Considerando o contexto apresentado, o presente trabalho teve como objetivo 

geral avaliar a presença de A. belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), 

através do emprego das abordagens de eDNA e iDNA, por meio, respectivamente, de 

amostragens da água e do material ingerido por moscas e/ou mosquitos, realizadas 

em distintos fragmentos florestais, visando auxiliar o aprimoramento do levantamento 

da ocorrência atual da espécie na região, e colaborar com os órgãos responsáveis 

pelos programas de conservação de A. belzebul. Além disso, uma análise de 

modelagem ambiental foi conduzida, utilizando dados de ocorrência e ausência da 

espécie disponíveis na literatura e nos achados obtidos neste trabalho, a partir das 

análises de eDNA e iDNA, objetivando indicar áreas potenciais que a espécie 

preferencialmente poderia ocupar, visando auxiliar os órgãos competentes, através do 

fornecimento de dados relevantes para estabelecer estratégias de manejo e 

conservação como, por exemplo, a introdução ou reintrodução da espécie.  

Com base nos resultados obtidos para as áreas onde foi confirmada a presença 

atual de A. belzebul, verificamos também se a ocorrência ou não da espécie está 

associada a variáveis relacionadas ao fragmento estudado, visando testar a seguinte 

hipótese de trabalho: Áreas de menor cobertura florestal e maior influência humana 

são mais propensas a promover extinções locais em populações de A. belzebul. 

Para alcançar os objetivos gerais de trabalho e testar a hipótese levantada, os 

seguintes objetivos específicos foram estabelecidos: 

Validar as metodologias baseadas em eDNA e iDNA como ferramenta para 

detecção de A. belzebul; 

Comparar a eficiência de detecção da espécie-alvo por meio de eDNA/iDNA 

em amostras de água, moscas e mosquitos; 

Realizar uma análise de modelagem de distribuição de espécies visando 

entender a influência de variáveis e atributos da paisagem para ocorrência da espécie 

e estabelecer áreas prioritárias para A. belzebul; 

Gerar dados relevantes sobre a distribuição da espécie nos diferentes 

fragmentos do CEP, uteis aos programas de conservação e manejo de A. belzebul. 
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II MATERIAL E MÉTODOS, RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Considerando os objetivos propostos e a hipótese a ser testada, três capítulos, 

reportando os principais métodos empregados e resultados obtidos e discutidos são 

apresentados nesta dissertação no formato de possíveis manuscritos, a serem 

submetidos futuramente à publicação.  

O primeiro capítulo apresenta os dados de detecção da espécie no CEP por 

DNA derivado de invertebrados (iDNA) e DNA ambiental (eDNA) de amostras de água. 

Já o segundo capítulo descreve o desenvolvimento de uma ferramenta computacional, 

nomeada eDNAnalyzer, para processamento dos dados resultantes da atribuição 

taxonômica em análises de metabarcoding. Por fim, o terceiro capítulo trata das 

análises de modelagens de distribuição de espécies para A. belzebul, utilizando dados 

da literatura e os resultados obtidos nas análises de iDNA e eDNA, reportando a 

presença ou ausência da espécie. Os três capítulos apresentam uma breve revisão 

da literatura, material e métodos, resultados e discussão, além da lista de referências 

bibliográficas e de um resumo inicial, conforme descrito a seguir.   
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CAPÍTULO 1 – NOVOS REGISTROS DE ÁREAS DE OCORRÊNCIA PARA Alouatta 

belzebul (Linnaeus, 1766) (GUARIBA-DE-MÃOS-RUIVAS) NO CENTRO DE 

ENDEMISMO PERNAMBUCO (CEP) 

 

RESUMO 

É sabido que a fragmentação e a perda do habitat promovem diminuição no tamanho 
da área de distribuição das espécies, podendo alterar hábitos alimentares e 
comportamentais e promover extinções locais. Neste contexto, os métodos 
tradicionais de detecção de espécies se tornam ainda mais desafiadores e menos 
efetivos, especialmente para espécies raras e/ou com hábitos elusivos, como é o caso 
de Alouatta belzebul, um primata Neotropical categorizado como “Vulnerável” (VU), 
devido principalmente os drásticos declínios populacionais ocorridos nas últimas 
décadas. Endêmica do Brasil, esta espécie apresenta distribuição disjunta, ocorrendo 
na Amazônia e na Mata Atlântica. Na Mata Atlântica, as populações de A. belzebul 
estão restritas à fragmentos florestais com tamanhos reduzidos e/ou forte influência 
humana. No presente estudo, nós empregamos as abordagens de DNA ambiental 
(eDNA) e DNA derivado de invertebrados (iDNA) para inferir sobre a presença ou 
ausência desta espécie em 13 fragmentos remanescentes do Centro de Endemismo 
Pernambuco (CEP), uma área de Mata Atlântica de ocorrência atual e histórica da 
espécie, altamente impactada pelas atividades antrópicas. Para tal, foram realizadas 
coletas de água, moscas e mosquitos; e implementadas análises de metabarcoding 
utilizando mini-barcodes dos genes 12SrRNA e 16SrRNA. Após amplificação, 
sequenciamento e análise computacional dos dados, A. belzebul foi detectada em 
sete das 13 áreas estudadas, sendo que três delas representam registros inéditos 
para ocorrência da espécie. Não houve detecção da espécie em duas áreas com 
registro prévio de ocorrência da espécie. Os nossos achados revelaram que o uso do 
iDNA de moscas e do mini-barcode 16SrRNA foi a combinação mais eficiente para 
detectar A. belzebul no CEP. O 16SrRNA detectou a espécie em sete áreas, sendo 
três detecções exclusivas com este marcador e quatro detecções compartilhadas com 
o 12SrRNA. As moscas também detectaram a espécie em sete áreas, sendo cinco 
detecções exclusivas com este amostrador e duas detecções compartilhadas com os 
mosquitos. Não houve nenhuma detecção exclusiva com o 12SrRNA e/ou com 
mosquitos, indicando que o uso de ambos mini-barcodes e ambos amostradores 
parece ser desnecessário para detectar A. belzebul, ao menos nestas localidades, 
aumentando o custo e o esforço de coleta, sem benefícios adicionais. Este estudo 
demonstra a eficácia do iDNA como uma ferramenta relevante para detecção de A. 
belzebul, e fornece informações importantes para a elaboração de protocolos 
otimizados que visem o monitoramento da espécie, e também seu manejo e 
conservação, como previsto no Plano de Ação Nacional para Conservação de 
Primatas do Nordeste (PAN-PRINE). 

 

Palavras-chave: Metabarcoding, ecologia molecular, genética da conservação. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

 

A técnica de DNA ambiental (eDNA) se refere à obtenção de material genético 

extraído a partir de amostras coletadas do ambiente de estudo, como por exemplo, de 

água, solo ou ar. Estas amostras podem conter vestígios das espécies e/ou 

subprodutos das atividades destas, tais como fezes, muco e saliva, que são 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 aquáticas, principalmente peixes 

(Macher et al., 2021). Entretanto, esta metodologia tem se mostrado cada vez mais 

valiosa para detecção também de espécies terrestres (Pedersen et al., 2015). Análises 

de eDNA em amostras de água (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), já 

demonstraram a eficiência desta técnica para detectar distintas espécies de 

mamíferos, incluindo primatas (Abrams et al., 2019; Coutant et al., 2021; Ushio et al., 

2017). Apesar de seu enorme potencial, o emprego deste método em regiões 

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 mamíferos. Este método definido como iDNA, DNA derivado de 

invertebrados ou DNA ingerido, consiste na coleta de invertebrados, geralmente 

espécies hematófagas ou saprófagas, e extração de seu DNA total, juntamente com 

o conteúdo 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 estão os mosquitos, as moscas e os 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 já demostraram sua eficiência para 

detecção de primatas, incluindo os bugios (Lynggaard et al., 2019; Rodgers et al., 

2017; Saranholi et al., 2023). 

No presente trabalho, nós empregamos ambas as abordagens de eDNA e iDNA 

para detectar a presença de um primata Neotropical endêmico do Brasil, categorizado 

como “Vulnerável (VU)”, segundo a União Internacional para Conservação da 

Natureza, IUCN (Valença-Montenegro et al., 2021) e o Livro Vermelho da Fauna 
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Brasileira Ameaçada de Extinção, publicado pelo Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade, ICMBio (Valença-Montenegro et al., 2018): Alouatta 

belzebul (Linnaeus, 1766).  

De acordo com levantamentos recentes do ICMBio, há indícios de que a 

distribuição atual de A. belzebul está reduzida em relação à sua área de ocorrência 

histórica (Valença-Montenegro et al., 2018), devido principalmente às atividades 

antrópicas relacionadas ao desmatamento, agricultura, pecuária, expansão urbana, 

assentamentos rurais e caça. Por conta disso, A. belzebul está listada também no 

Apêndice II da CITES (Convenção sobre o Comércio Internacional de Espécies 

Ameaçadas de Fauna e Flora Silvestres) e está inserida no Plano de Ação Nacional 

para a Conservação dos Primatas Amazônicos (PAN Primatas Amazônicos, 2019) e 

no Plano de Ação Nacional para a Conservação dos Primatas do Nordeste (PAN-

PRINE, 2019).  

Conhecida popularmente como bugio-de-mãos-ruivas ou guariba-de-mãos-

ruivas, devido a coloração avermelhada de suas mãos (Figura 1.1), A. belzebul 

apresenta distribuição disjunta, com populações que ocorrem na Floresta Amazônica 

e na Mata Atlântica. As populações de A. belzebul da Amazônia ocorrem nos estados 

do Pará (PA), Tocantins (TO) e Maranhão (MA), e têm seu limite de distribuição na 

Mata dos Cocais, localizada no Maranhão e Tocantins, onde a distribuição geográfica 

coincide com os limites do bioma Amazônico. Ao norte, a espécie é limitada pelo rio 

Amazonas, e a oeste, o rio Xingu parece ser o limite de ocorrência das populações 

amazônicas. Grande parte da distribuição da espécie na região Amazônica está 

incluída no Arco do Desmatamento, área de intensa atividade agrícola localizada na 

região de transição entre Cerrado e Amazônia (Morandi et al., 2016; Valença-

Montenegro et al., 2018).  

Na Mata Atlântica, a área de ocorrência da espécie consiste no Centro de 

Endemismo Pernambuco (CEP), uma das áreas de Mata Atlântica mais devastadas 

do Brasil (Figura 1.2), com cerca de apenas 2% de sua área 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), Paraíba (PR) e Alagoas 

(AL), na região nordeste do país, na qual a espécie está limitada ao sul pelo rio São 

Francisco e a leste pelo Oceano Atlântico (Coimbra-Filho; Câmara; Rylands et al., 

1995; Valença-Montenegro et al., 2018). 
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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. 

 

 

Figura 1.2 - Mapa do Centro de Endemismo Pernambuco. Em cinza a área original coberta 

por vegetação e em verde os fragmentos florestais atuais que formar a vegetação do CEP. 

Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN), Paraíba (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 

implantação do Programa Proálcool pelo Governo Federal, no qual houve o maior 

índice de desmatamento em função da implementação das lavouras de cana-de-

açúcar 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 área 

de ocupação 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 Paraíba e em Alagoas (Valença-Montenegro et al., 2018). 

Apesar do alto nível de degradação atual do CEP, este abriga um número 

expressivo de espécies vegetais e animais, em sua maioria endêmicas (Lima et al., 

2017; Muylaert et al., 2017), as quais vêm sendo relativamente pouco estudadas. Em 

relação à A. belzebul, sabe-se que a despeito do gênero apresentar boa resiliência 

em ambientes fragmentados, níveis elevados de fragmentação, como os observados 

no CEP, podem reduzir significativamente os tamanhos populacionais e 

consequentemente a diversidade genética e o potencial de persistência das 

populações (Arroyo-Rodríguez & Dias, 2010; Bicca-Marques et al., 2019). 

Em vista do contexto histórico e atual de desmatamento da Mata Atlântica, e as 

consequências prejudiciais que a fragmentação e a perda de habitat promovem em 

espécies dependentes de floresta, incluindo os bugios, esforços para sua conservação 

têm sido empenhados pelos órgãos responsáveis pela implementação de políticas 

públicas e de ações que visem assegurar a viabilidade de populações e persistência 

em longo termo de espécies-alvo. Especificamente no CEP, o Centro Nacional de 

Pesquisa e Conservação de Primatas Brasileiros (CPB) coordena o PAN-PRINE que 

inclui a espécie A. belzebul. Dentre as principais metas do PAN-PRINE estão a 

redução da caça e do tráfico em pelo menos 50%, o monitoramento das espécies de 

primatas e a manutenção da conectividade de áreas, visando o estabelecimento de 

populações viáveis (PAN-PRINE, 2019). 

Para os bugios-de-mãos-ruivas, apenas o uso de abordagens tradicionais de 

detecção da espécie, baseadas em avistamentos diretos e entrevistas locais, no 

entanto, não tem sido suficiente, uma vez que, como já mencionado, mudanças 

comportamentais e declínios populacionais podem interferir na confirmação da 

presença ou ausência dessa espécie (Arroyo-Rodríguez & Dias, 2010; Bicca-

Marques, 2003). Neste contexto, as técnicas de eDNA e iDNA se apresentam como 

ferramentas importantes para o monitoramento desta espécie na região do CEP.  
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Assim, o presente trabalho teve como objetivo principal investigar a presença de A. 

belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco, através do emprego das abordagens 

de eDNA e iDNA, por meio de amostragens da água e/ou do material ingerido por 

moscas e/ou mosquitos, realizadas distintos fragmentos florestais, visando auxiliar o 

aprimoramento do levantamento da ocorrência atual da espécie na região, e contribuir 

com informações relevantes ao monitoramento, manejo e conservação de A. belzebul. 

 

1.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

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

 

As áreas de estudo deste trabalho consistem em 13 fragmentos florestais do 

Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), localizados nos estados de Alagoas (AL), 

Pernambuco (PE), Paraíba (PB) e Rio Grande do Norte (RN), que incluíram unidades 

de conservação (UC), consideradas Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN), 

Reserva Biológica (REBIO) ou Estação Ecológica (ESEC). Ao todo foram coletadas 

amostras de água, moscas e mosquitos em 31, 56 e 59, pontos, respectivamente 

(Figura 1.3). No estado de Alagoas foram coletadas amostras em quatro áreas, sendo 

elas: RPPN Mata do Cedro, ESEC Murici, Usina Serra Grande (Mata Cachoeira e 

Mata de Coimbra) e Complexo Maceió-Paripueira (fragmentos de mata próximos à 

RPPN Apolinário e RPPN Senador Carlos Lyra). No estado da Paraíba foram 

amostradas sete áreas: RPPN Engenho Gargaú, RPPN Fazenda Pacatuba, REBIO 

Guaribas, ESEC Pau Brasil, Mata Sucupira e Mata Capitão (fragmentos de mata 

localizados no município de Santa Rita) e Mata da Estação Experimental do 

Camaratuba da ASPLAN (fragmento de mata localizados próximo à Associação de 

Plantadores de Cana da Paraíba). No Rio Grande do Norte foram coletadas amostras 

de água e insetos na RPPN Mata Estrela (Figura 1.3). 

As áreas amostradas foram selecionadas usando dados disponíveis na 

literatura que indicavam (i) áreas prioritárias para a conservação da Mata Atlântica no 

CEP (Dias, 2023); (ii) áreas importantes para conservação de primatas do nordeste 

(AI-ICMBio, 2021); e (iii) áreas previamente avaliadas para detecção de Alouatta 

belzebul, reportando presença da espécie (Fialho et al., 2014; Pontes et al., 2007). Os 

estudos prévios que avaliaram estas áreas, utilizaram métodos tradicionais para 

detecção de espécie, que incluíram, por exemplo, entrevistas locais, visualização do 
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animal e/ou coleta de material biológico. Do total de áreas selecionadas, seis áreas 

indicavam a presença da espécie, cinco áreas indicavam a não detecção da espécie 

e duas áreas não possuíam estudos prévios realizados para detecção de A. belzebul 

(Tabela 1.1). 

 

Tabela 1.1 - Áreas de estudo do Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), localizadas nos 

estados de Alagoas (AL), Paraíba (PB) e Rio Grande do Norte (RN), indicando o registro para 

presença ou ausência de Alouatta belzebul em estudos prévios, o método utilizado e o ano 

de registro. NA: área não avaliada previamente para ocorrência da espécie. ND: área avaliada 

em que a espécie não foi detectada. 

Área 
Tipo de 

fragmento 
Registro Método Referência 

RPPN Mata do Cedro (AL)P UC NA - - 

Complexo Maceió-Paripueira (AL)P  
UCs e áreas 

particulares 
NA - - 

ESEC de Murici (AL)P UC Presente Coleta 
Langguth et al., 

1987 

Mata Cachoeira (AL)P Particular ND Visualização  
Pontes et al., 

2007 

Mata de Coimbra (AL)P Particular ND  Visualização  
Pontes et al., 

2007 

Mata Sucupira (PB) IA  Particular Presente Entrevista 
Oliveira e 

Oliveira, 1993 

RPPN Engenho Gargaú (PB)IA UC Presente  
Entrevista e 

visualização 

Oliveira e 

Oliveira, 1993 

Mata Capitão (PB)IA Particular ND 
Entrevistas e indícios 

diretos ou indiretos 

Fialho et al., 

2014 

RPPN Fazenda Pacatuba (PB)IA  UC Presente Coleta e visualização 
Langguth et al., 

1987 

REBIO Guaribas (PB)IA UC Presente Reintrodução 
Fialho et al., 

2014 

ESEC do Pau-brasil (PB)IA UC ND 
Entrevistas e indícios 

diretos ou indiretos 

Fialho et al., 

2014 

Mata da Asplan (PB)IA * Particular ND 
Entrevistas e indícios 

diretos ou indiretos 

Fialho et al., 

2014 

RPPN Mata Estrela (RN)IA UC Presente  Entrevista e fotos 
Gabriel et al., 

2005 

 

A coleta de mosquitos foi feita utilizando-se armadilhas de luz do CDC (Center 

of Disease Control), seguindo as recomendações 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 mínimo de 

quatro e um máximo de 11 armadilhas foi instalado em cada área, totalizando um 

mínimo de dois e máximo de seis pontos amostrais por área. Ao menos uma armadilha 

de cada amostrador foi instalada em cada ponto amostral, mantendo-se, dentro de 

cada área, a distância mínima de cerca de 1 km entre armadilhas de um mesmo 

amostrador, a fim de garantir a independência dos pontos amostrais (Tabela 1.2).  
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Para a coleta de água, seguimos o protocolo sugerido por Carim et al. (2016). 

Ao menos um litro de água foi coletado em cada corpo d’água encontrado próximo às 

áreas de estudo, totalizando 31 pontos amostrados (Figura 1.3). As amostras de água 

foram filtradas com filtro de 1,5 μm (Merck Millipore) usando uma bomba peristáltica 

manual (Hand-Operated Vacuum Pump, Nalgene). Os filtros foram armazenados em 

sílica-gel até o momento da extração de DNA. O número máximo de seis e mínimo de 

um corpo d’água por área de estudo foi amostrado. Detalhes sobre o número de 

corpos d’água amostrados em cada área estão descritos na Tabela 1.2.  

 

Tabela 1.2 - Área em hectares e número de pontos de coletas de água e de armadilhas de 

mosquitos e de moscas por fragmento. * Tamanho de área aproximado, estimado usando o 

software de geoprocessamento QGis. 

Área Área (ha) 

Nº de 
pontos 

de coleta 
de água 

Nº de 
pontos de 
coleta de 
insetos 

Nº de 
armadilhas 

de 
mosquitos 

Nº de 
armadilhas 
de moscas 

Nº de moscas 
sequenciadas 

Nº de 
mosquitos 

sequenciados 
(x0,5ml) 

RPPN Mata do Cedro 1064,76 6 5 5 5 47 35 

Comp. Maceió-Paripueira 6591,18* 6 5 5 5 6 4 

ESEC de Murici 6131,63 4 5 5 5 6 7 

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 Gargaú 1058,62 1 4 4 4 66 6 

Mata Capitão 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 áreas e pontos de coleta de eDNA e iDNA no Rio Grande do Norte, 

Paraíba e Alagoas. A – RPPN Mata Estrela, B – Mata ASPLAN, C – ESEC do Pau Brasil, D – 

REBIO Guaribas, E – RPPN Fazenda Pacatuba, F – RPPN Engenho Gargaú, G – Mata 

Sucupira, H – Mata do Cedro. 

 

 

1.2.2 Extração de DNA, Amplificação e Sequenciamento 

 

O DNA das amostras biológicas obtidas a partir da água, após filtragem, foi 

extraído utilizando o DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), com 

adaptações ao protocolo do fabricante, seguindo Carim et al. (2016). Para extração 

de DNA via iDNA dos mosquitos, inicialmente, foi feita uma triagem para retirar 

invertebrados não-alvo, como formigas, besouros e mariposas, coletados nas 

armadilhas de CDC. Em seguida, sub-alíquotas 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 

são indicados em estudos de metabarcoding para acessar a comunidade de um grupo 
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taxonômico de interesse, no nosso caso os mamíferos (Lynggaard et al., 2019). Para 

as moscas, também foi realizada uma triagem antes da extração de iDNA, visando a 

escolha de moscas saprófagas e coprófagas e separação de moscas com abdomes 

maiores e menores e agrupamento em alíquotas 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, e moscas com 

abdomes maiores que 8 mm foram individualmente submetidas à extração de DNA. 

Antes da extração de DNA, os abdomes das moscas foram perfurados com um pistilo 

de vidro para exposição do conteúdo ingerido em uma solução contendo 450 µl 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 solução foi mantida 

em digestão por cinco horas a 56ºC, sendo posteriormente centrifugada. Cerca de 50 

µl do sobrenadante, contendo os DNAs ingeridos pelas moscas, foi recuperado e 

submetido a uma nova eluição de DNA usando o DNeasy Blood & Tissue Kit, seguindo 

o protocolo do fabricante, com exclusão da etapa de digestão inicial e inclusão de uma 

lavagem adicional com etanol 100% entre as lavagens com os tampões AW1 e AW2 

do referido kit.  

Para a amplificação dos DNAs obtidos de amostras de água e derivadas de 

invertebrados, foram realizadas Reações da Polimerase em Cadeia (PCR, 

Polymerase Chain Reaction) usando primers para amplificação 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 são comumente utilizados para detectar vertebrados (12SrRNA) e 

mamíferos (16SrRNA). Tags moleculares foram acopladas aos primers para que, após 

o sequenciamento, fosse possível identificar a origem de cada amostra e a fonte do 

DNA (se derivado de mosca, de mosquito ou de água), seguindo Saranholi et al. 

(2023). O protocolo utilizado nas PCRs, com ambos os genes, seguiu as 

recomendações 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 Illumina iSeq (San Diego, Califórnia, EUA), usando o iSeq 100 v2 300 Cycle 

Reagent Kit (2 × 150 bp), para cobertura de 100.000 reads por amostra sequenciada.  
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1.2.3 Análise das Sequências a Atribuição Taxonômica 

 

A verificação de qualidade das sequências foi feita no programa FastQC 

(Andrews, 2010), e os outputs dos dados foram agregados no programa MultiQC 

(Ewels et al., 2016). As sequências foram individualizadas usando o process_radtags 

do programa Stacks 2.62 (Catchen et al., 2011), no qual as tags moleculares são 

identificadas para recuperar as informações de cada amostra, incluindo o ponto de 

coleta. Regiões dos adaptadores e possíveis contaminantes e/ou sequências de baixa 

qualidade foram excluídas. Em seguida, as sequências forward e reverse foram 

concatenadas usando o programa PEAR (Zhang et al., 2014), considerando os 

seguintes parâmetros: pontuação limite de qualidade mínima (-q) de 15, sobreposição 

mínima (-v) de 100 pb e comprimento mínimo (-n) de 100 pb. Posteriormente, os 

trechos que representavam os primers foram removidos no programa Cutadapt 

(Martin, 2011), considerando taxa máxima de erro (-e) de 0,2. A ferramenta VSEARCH 

(Rognes, et al., 2016) foi utilizada para clusterização dos contigs, considerando o valor 

mínimo de 97% de similaridade. Singletons foram desconsiderados e as sequências 

consenso foram utilizadas para identificação das OTUs (Unidades Taxonômicas 

Operacionais). 

As OTUs foram identificadas a partir da comparação com sequências 

disponíveis na base de dados genômicos GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), usando o critério de 98% a 100% de 

correspondência para considerar um táxon à nível de espécie. Para melhorar a 

resolução da identificação de A. belzebul, também comparamos as sequências 

obtidas com sequências de referência produzidas no Laboratório de Biodiversidade 

Molecular e Conservação (LabBMC) do Departamento de Genética e Evolução (DGE) 

da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), campus São Carlos, SP (Olímpio 

et al., in prep.), usando o programa Geneious (Kearse et al., 2012). 

 

1.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foi utilizada a abordagem de metabarcoding em detrimento de outras técnicas 

mais utilizadas para a detecção de uma espécie focal, como PCR em tempo real 

(qPCR), 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 específicas para a 

espécie alvo (Rodríguez et al., 2015), o que necessitaria de mais tempo e mais 

recursos do que o disponível para o desenvolvimento deste trabalho. Portanto neste 

trabalho optou-se pela validação da metodologia metabarcoding, empregando primers 

desenvolvidos para detecção da mastofauna e de outras espécies de vertebrados, 

embora, a abordagem de qPCR seja uma perspectiva para detecção 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). Após a demultiplexagem, 

foram mantidos 88,95% das reads para16SrRNA o e 91,60% para o 12SrRNA.  

A partir da concatenação foram gerados 3.051.334 de contigs para o 16SrRNA, 

sendo mantida a mesma quantidade após retirada da sequência dos primers. Após 

busca por uniques foram mantidos 95,60% dos contigs originais, e 95,34% após busca 

por chimeras e clusterização das sequências. Para o 12SrRNA, a pós a concatenação 

foram gerados 1.525.667 de contigs, sendo mantida a mesma quantidade após 

retirada da sequência dos primers. Após busca por uniques foram mantidos 93,70% 

dos contigs originais, e 92,84% após busca por chimeras e clusterização das 

sequências.  
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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 consideração que os contigs são formados pela concatenação das reads forward 

e reverse, a partir da etapa de concatenação foram contabilizadas a quantidades de reads 

utilizadas para formar os contigs de forma a permitir a comparação da quantidade mantida 

com as reads originais geradas no sequenciamento pairwise. 

 

 

1.3.1 Detecção de Alouatta belzebul  

 

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

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

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

amostras de água. De fato, a detecção de espécies arborícolas parece ser menos 

eficaz usando esse tipo de abordagem, devido ao comportamento desses animais, 
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que não costumam estar frequentemente em contato direto com corpos d’água (Pozo-

Montuy & Serio-Silva, 2007; Prates & Bicca-Marques, 2008; Ludwig et al., 2020). Outro 

motivo que pode ter contribuído para não detecção de A. belzebul em amostras de 

água foi a condição climática durante o período em que ocorreram as coletas, que 

incluiu chuvas extremamente volumosas não esperadas para o mês de novembro nas 

áreas de estudo, as quais estão localizadas na região nordeste do Brasil, que costuma 

apresentar períodos chuvosos entre abril e julho (Oliveira; Santos e Silva; Lima, 2017; 

Rodrigues et al., 2020). Tal fato pode ter acelerado o carreamento e degradação de 

amostras biológicas da espécie, eventualmente deixadas nos corpos d'água.  

Pelo método de iDNA, a detecção de A. belzebul ocorreu em sete áreas, sendo 

que três áreas consistem em registros inéditos para a espécie, sendo elas Mata 

Capitão localizada no estado da Paraíba; e a Mata do Cedro e o Complexo Maceió-

Paripueira, ambos localizados no estado de Alagoas. As outras áreas confirmam a 

presença da espécie, uma vez que a ocorrência de A. belzebul havia sido reportada 

em estudos prévios realizados nas décadas de 1990, 2000 e 2010 usando métodos 

tradicionais para detecção de espécies (Fialho et al., 2014; Gabriel et al., 2005; 

Oliveira e Oliveira, 1993). De todas as áreas estudadas, com registro prévio da 

espécie, não houve a confirmação para presença de A. belzebul apenas na ESEC de 

Murici e na RPPN Fazenda Pacatuba (Langguth et al., 1987). Nas demais áreas, onde 

a espécie havia sido registrada usando métodos convencionais de busca, o iDNA foi 

capaz de detectar A. belzebul, indicando sua ocorrência atual nestas localidades 

(Figura 1.5). 
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Figura 1.5 - Áreas do Centro de Endemismo Pernambuco (CEP, Brasil), nas quais foi 

detectada a presença de Alouatta belzebul, com a utilização de eDNA (água) e iDNA derivado 

de moscas e/ou mosquitos.  

 

 

As áreas que representam novos registros da espécie consistem em duas 

áreas protegidas e uma mata particular da Usina Monte Alegre, a Mata Capitão. As 

áreas 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 Maceió-Paripueira. Em ambas 

as áreas a espécie havia sido considerada extinta (M.M. Valença-Montenegro, 

comunicação pessoal), a despeito de não haver trabalhos na literatura que reportem 

estudos anteriores para detecção da espécie nestas localidades. Em relação a área 

particular da Usina Monte Alegre, a Mata Capitão representa uma área menos 

conservada que as RPPNs supracitadas, e estudos anteriores já haviam sido 

realizados para detectar A. belzebul, não detectando, porém, a espécie no local 

(Fialho et al., 2014).  

A Mata Capitão está relativamente próxima de áreas urbanizadas, e sofre com 

uma pressão de caça mais destacada. Esta área está posicionada ao lado de outra 

área pertencente à mesma usina, a Mata Sucupira, sendo que as duas matas estão 
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separadas por um trecho de rodovia. Na Mata Sucupira, a presença da espécie 

também foi confirmada pelo iDNA. Assim, apesar da proximidade destas áreas, se 

considerarmos a capacidade de voo das moscas (Saranholi, et al., 2023), a detecção 

em uma área não pode ser atribuída ao fragmento vizinho neste caso, principalmente 

se considerarmos a armadilha mais distante. Assim, ambas as detecções se referem 

de fato à presença da espécie nos respectivos fragmentos. 

Na ESEC de Murici, embora o último registro de avistamento de A. belzebul 

tenha sido reportado em 1987 (Langguth, 1987), ou seja, há cerca de 37 anos, até o 

ano de 2018 vocalizações da espécie tinham sido reportas pela comunidade local a 

pesquisadores que estudavam na área (P.G.A.S. Lins, comunicação pessoal). Assim, 

a ausência de detecção de A. belzebul, via iDNA pode se dever a uma coleta incipiente 

no local, já que foram amostrados poucos insetos, especialmente moscas, em 

comparação com as demais áreas estudadas. Por este motivo um número baixo de 

insetos amostrados em Murici foi sequenciado (ver Tabela 2). Esta baixa eficiência na 

coleta de insetos pode estar relacionada com as intensas chuvas ocorridas durante 

as coletas de material, particularmente nesta área, as quais podem ter inibido a 

atividade das moscas, já que estas tendem a procurar abrigo durante os períodos 

chuvosos (Lutz et al., 2019).  

Além dos aspectos já mencionados, na ESEC de Murici, a água da chuva 

entrou no tubo contendo moscas, diluindo o etanol e prejudicando a preservação dos 

insetos (Almeida; Marinoni; Clarkson, 2024). Por outro lado, o mesmo número de 

moscas foi sequenciado no Complexo Maceió-Paripueira, onde houve detecção da 

espécie. Nesta localidade, porém, não ocorreram chuvas fortes nos dias de coleta, e 

nem foi detectada a presença de água dentro dos tubos de coleta dos insetos. Em 

relação aos mosquitos, apesar destes estarem ativos durante as chuvas (Montarsi et 

al., 2015), eles apresentaram menor poder para detecção da espécie, conforme a 

análise de nossos dados. Além disso, a ESEC de Murici consiste na segunda área de 

maior extensão estudada e possui locais muito afastados e de difícil acesso, os quais 

podem potencialmente ser habitats preferenciais para A. belzebul (Silvestre et al., 

2020). Entretanto, não foi possível acessar esses locais para realizar amostragens 

complementares, devido às condições climáticas já relatadas.  

Já a não detecção de A. belzebul na RPPN Fazenda Pacatuba aponta 

claramente para um caso de falso negativo, já que a espécie foi avistada na área pelo 

nosso grupo de pesquisa, durante as campanhas à campo, mas não foi detectada via 
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iDNA. Este fragmento apresenta um tamanho médio (266,53 ha) em comparação com 

os demais, e está localizado muito próximo 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). Já o 16SrRNA 

evidenciou uma OTU com 4500 contigs de humanos e uma OTU com 43320 contigs 

de Bos taurus, além da detecção de S. scrofa. Tais amostras de DNA presentes em 

grande concentração neste fragmento provavelmente dificultaram o sequenciamento 

e a detecção de espécies com tamanhos populacionais mais reduzidos, como é o caso 

de A. belzebul (Valença-Montenegro et al., 2018). Em áreas menores, a proximidade 

com a borda é mais evidente, como é o caso desse fragmento, fato este que também 

pode ter favorecido a detecção preferencial das espécies domésticas presentes na 

matriz. Estes dados podem refletir, portanto, um possível viés do método para áreas 

pequenas que estão muito próximas a comunidades rurais. Além disso, devido ao 

menor tamanho deste fragmento, um menor número 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).  

Áreas de difícil acesso, e/ou que as comunidades locais não transitam 

frequentemente, de fato, constituem um gargalo para estudos de ocorrência de 

espécies que utilizam métodos tradicionais como entrevistas e avistamentos, os quais 

representam grande parte dos trabalhos de busca de primatas na região (Fialho et al., 

2014). Por outro lado, as coletas para iDNA e eDNA, embora, sejam mais eficazes 

nessas localidades, quando se considera esforço/tempo de amostragem, parecem 

depender das condições climáticas locais, sendo pouco eficientes em épocas de 

chuvas volumosas e frequentes. Além disso, fragmentos pequenos, próximos a 

comunidades rurais também podem gerar resultados falso-negativos. Assim, o 

estabelecimento de protocolos específicos para coletas em diferentes épocas do ano, 

com ampliação do esforço temporal e esforço amostral em áreas com particularidades 

poderão ajudar a contornar eventuais vieses relacionados com variações nas 

condições climáticas 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 Comparação 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 Capitão, RPPN Engenho Gargaú, 

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 Capitão, RPPN Engenho Gargaú, Mata Estrela, Complexo 

Maceió-Paripueira, Mata do Cedro, REBIO Guaribas, Mata Sucupira) dos 13 

fragmentos estudados.   

Comparando o número de detecções (Figura 1.6A), considerando detecções 

por armadilha, é possível notar que o 12SrRNA teve desempenho similar com ambos 

os amostradores, com duas detecções a mais para moscas em relação a mosquitos. 

Para o 16SrRNA, porém, as moscas apresentaram eficiência 12 vezes maior que a 

de mosquitos, em relação ao número de contigs geradas; e 44 vezes maior em relação 

à detecção da espécie-alvo. Levando em conta a quantidade de contigs (Figura 1.6B), 

é possível notar uma grande diferença 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 amplificação da região do gene 12SrRNA é 

universal para vertebrados (Riaz et al., 2011), portanto há mais competição com DNA 

de não-mamíferos na amplificação e sequenciamento (Collins et al., 2019). No 

entanto, mesmo com poucas contigs geradas pelo 12SrRNA via mosquitos, sua 

detecção foi similar a das moscas 
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Figura 1.6 - Comparação dos números de (A) detecções e de (B) contigs gerados pelo 

sequenciamento. 

 

Os mini-barcodes não apresentaram complementaridade para A. belzebul 

quanto ao número de áreas em que houve sua detecção. O 12SrRNA foi redundante 

ao 16SrRNA, pois não houve detecção exclusiva pelo 12SrRNA (Figura 1.7A). O 

16SrRNA detectou a espécie em sete áreas, sendo três exclusivas e quatro de 

detecção compartilhada com o 12SrRNA. Assim como os mini-barcodes, os 

amostradores não apresentaram complementaridade para a espécie quanto ao 

número de áreas em que houve detecção da espécie-alvo. Também não houve 

detecção exclusiva pelos mosquitos (Figura 1.7B). As moscas, porém, detectaram a 

espécie nas sete áreas, sendo cinco exclusivas e duas de detecção compartilhada 

com os mosquitos.  

 

 

Figura 1.7 - Relações do número de áreas em que a espécie Alouatta belzebul foi detectada 

por (A) mini-barcode: 12SrRNA (12S) e 16SrRNA (16S) e por (B) amostrador: mosquitos e 

moscas. 

  

Contigs 
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No geral, o mini-barcode 16SrRNA usando amostras de DNA provenientes de 

moscas foi a melhor combinação para detectar A. belzebul no CEP, conforme 

evidenciado na Figura 1.7. Portanto, para as condições desse estudo, o uso 

combinado de dois marcadores e dois amostradores não seria necessário para 

detecção de A. belzebul por metabarcoding. Como os mosquitos necessitam de uma 

armadilha específica de maior custo e de manutenção mais difícil, pois necessita de 

troca de bateria a cada 24h e pode enfrentar problemas com seus componentes como 

sua lâmpada 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 são artesanais, baratas, e não necessitam 

manutenção diária durante seu funcionamento, permitiria um maior investimento em 

esforço amostral, em novas áreas ou em réplicas temporais. O uso de apenas um 

marcador, também permitiria que pelo mesmo custo um maior número de pontos 

amostrais fosse sequenciado.  

Sendo assim, os resultados desse trabalho apontam que para fins de 

monitoramento de A. belzebul a utilização do mini-barcode do gene 16SrRNA através 

do DNA ingerido por moscas é suficiente para detectar a espécie. Entretanto, em áreas 

próximas a borda, com maior influência antrópica e de animais domésticos, esforços 

amostrais precisam ser empenhados, dada a alta competitividade com sequências de 

animais domésticos e humanos nestes locais. Deste modo, sugerimos que a redução 

dos amostradores e dos marcadores possibilite ampliar o esforço amostral, sendo que 

a abordagem a ser adotada varie de acordo com o objetivo e orçamento disponível. 

Por exemplo, o número de áreas amostradas deverá 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 caracterização geral (Civade et al., 2016). Por outro 

lado, se o objetivo for confirmar a presença em um local específico, podem ser feitas 

mais coletas temporalmente dispersas, a fim de obter maior certeza da presença da 

espécie (Srivathsan et al., 2023).  
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CAPÍTULO 2 – eDNAnalyzer: UMA FERRAMENTA RÁPIDA E AMIGÁVEL PARA 

O PROCESSAMENTO DE DADOS MASSIVOS DE ATRIBUIÇÃO TAXONÔMICA 

EM ESTUDOS DE DNA AMBIENTAL  

 

RESUMO 

Ferramentas computacionais para analisar grandes volumes de dados são essenciais 
para otimizar e facilitar a busca por informações de interesse. No caso das análises 
de metabarcoding, embora, existam algumas ferramentas disponíveis, as etapas de 
filtragem e busca por informações 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, nós desenvolvemos uma ferramenta computacional 
amigável 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 usuário. Esta ferramenta, 
desenvolvida em Python 3.12, usando a ferramenta Tkinter e o pacote Pandas, possui 
uma interface gráfica amigável 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 atribuição das 
Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs) e o estabelecimento de valores de corte 
(threshold) para filtragem de dados. O output desta etapa gera três 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 informações de 
interesse, considerando diferentes filtros selecionados pelo usuário. Nesta etapa, o 
programa tabulará os dados com as informações de interesse e gerará outputs, com 
extensão .xlsx, de acordo com as opções de filtragem. eDNAnalyzer foi compilado em 
um único arquivo executável, o que facilita sua distribuição e uso. Comparado a outras 
ferramentas para análise de dados de metabarcoding, eDNAnalyzer oferece uma 
interface gráfica mais amigável e opções de filtragem flexíveis, se mostrando 
especialmente útil em estudos de eDNA e iDNA. 
  

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

conservação 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

O princípio da metodologia de metabarcoding consiste em avaliar 

simultaneamente um conjunto expressivo de sequências de DNA, denominadas 

barcodes, geradas a partir da amplificação prévia de amostras de DNA obtidas das 

mais diversas fontes, incluindo do ambiente. Assim, a atribuição taxonômica de 
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dezenas, centenas e até mesmo milhares de espécies, amostradas simultaneamente, 

pode ser realizada em uma única análise (Taberlet et al., 2012).  

O sequenciamento de barcodes para múltiplas espécies pode ser feito a partir 

da utilização de primers desenhados para amplificar trechos conservados do DNA de 

grupos taxonômicos específicos de organismos, como, por exemplo, mamíferos 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 código de barras de DNA (DNA barcoding), 

expandiu enormemente seu uso, tendo sido empregada para diversas finalidades, 

auxiliando estudos aplicados à ecologia, evolução e conservação biológica (Gostel e 

Kress, 2022; Janzen et al., 2017; Kress et al., 2015). 

Na abordagem de metabarcoding, após o processamento dos dados obtidos 

via sequenciamento de próxima geração (Next Generation Sequencing, NGS ou next-

gen), as sequências obtidas em larga escala são agrupadas em clusters nos quais 

possuam pelo menos 97% de similaridade entre si, visando gerar sequências 

consenso para cada cluster. Os consensos representarão as Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTUs), as quais serão comparadas com sequências disponíveis em 

bancos de dados genômicos de referência e terão um táxon atribuído a si, processo 

este denominado de atribuição taxonômica. Dessa forma é possível listar os táxons 

presentes nas amostras sequenciadas (Porter e Hajibabaei, 2018).  

O avanço constante no uso e aplicação de abordagens que envolvem análises 

de metabarcoding tem impulsionado o desenvolvimento de ferramentas 

computacionais para a análise dos grandes volumes de dados gerados a partir da 

atribuição taxonômica (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 específicos 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 específico da aplicação da abordagem de metabarcoding em estudos 

de DNA ambiental (eDNA) e de DNA derivado de invertebrados (iDNA), abordagens 

que geram sequências de DNA obtidas, respectivamente, a partir de amostras do 

ambiente, como água, solo, ar; e de amostras do conteúdo ingerido por invertebrados 

(Carvalho et al., 2021; Massey et al., 2021; Saranholi et al., 2024), um conjunto grande 

de variáveis deve ser considerado na análise 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 utilização de alíquotas das 

amostras no processo de extração de DNA.  

A análise manual de dados massivos, em geral, demanda um tempo maior para 

processamento, que quando automatizada, e ainda está propensa a erros (Bernard, 

2016; Mitchell et al., 2022), especialmente, quando se considera múltiplas variáveis, 

como é o caso dos dados de eDNA e iDNA. Portanto esse trabalho teve como objetivo 

desenvolver uma ferramenta computacional de acesso livre, com interface gráfica 

amigável e intuitiva, destinada para uma ampla gama de usuários, incluindo aqueles 

que não dominam linhas de comando e/ou linguagem de programação, capaz de 

processar de forma rápida, simples e segura dados provenientes de atribuição 

taxonômica 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 MÉTODOS 

 

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 gráfica 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 à interface. Para 

o processamento de dados foi utilizada a biblioteca Pandas 2.1.4 (McKinney, 2010), 

que permite a análise e manipulação de dados massivos de maneira rápida, robusta 

e flexível (Rajagopalan, 2020; Temiz, 2022).  

O código-fonte do programa foi estruturado em dois arquivos: um arquivo 

principal “janelas.py”, responsável por criar a interface gráfica e aplicar as 

funcionalidades do software; e um arquivo auxiliar “metabar.py”, que contém as 

funções de análise e manipulação de dados. Essa divisão foi feita para facilitar a 

organização dos dados e simplificar a resolução de erros.  Os arquivos “.py” com o 

código-fonte junto com os arquivos de imagens foram reunidos e transformados em 

um arquivo executável (.exe), utilizando o aplicativo auto-py-to-exe 2.43.2 (Vollebregt, 

2024). 

O arquivo executável (.exe), assim como o código-fonte do programa foram 

depositados no GitHub no repositório https://github.com/Leo-9821/eDNAnalyzer. O 

https://github.com/Leo-9821/eDNAnalyzer
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arquivo executável foi desenvolvido para ser utilizado em sistema operacional 

Windows®, porém o código-fonte em Python (arquivos .py) pode ser utilizado para 

rodar o programa em sistemas Linux® ou macOS®. A Propriedade Intelectual do 

programa será registrada junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) 

por meio da Agência de Inovação da UFSCar. 

A interface do programa foi desenvolvida em inglês e em português, e o usuário 

poderá selecionar o idioma de sua preferência antes de inicializar o programa. Além 

disso, um manual de instruções com as principais orientações de uso foi elaborado e 

inserido na interface do programa para ser acessado pelo usuário a qualquer tempo. 

Todas as tarefas executáveis e descrição de como utilizar o programa são 

apresentadas no tópico 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, após a atribuição taxonômica da 

OTUs, e calcular um valor de threshold, visando selecionar informações de interesse 

de forma segura e confiável. Para isso, o usuário deve fornecer ao programa uma 

tabela inicial de entrada com os dados de metabarcoding com definição prévia das 

OTUs. A partir de então, as informações fornecidas serão processadas considerando 

um valor de corte (threshold) para o número de contigs para cada OTU definida. O 

valor de corte consistirá na porcentagem mínima de contigs por amostra de 

sequenciamento que uma OTU deve possuir para ser incluída no resultado da 

atribuição taxonômica final, visando otimizar a identificação do táxon e evitar bias 

devido a erros de sequenciamento.  

Na primeira etapa de trabalho, o eDNAnalyzer irá calcular o valor de corte para 

cada amostra de sequenciamento e em seguida irá filtrar as OTUs considerando o 

valor de threshold definido. Após isso, a atribuição taxonômica deverá ser revisada 

pelo usuário, em uma etapa de curadoria manual, a fim de estabelecer os táxons finais 

definitivos para cada OTU. Posteriormente, numa segunda etapa de trabalho, o 

usuário poderá aplicar filtros específicos para selecionar informações 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 ações do programa: o fluxograma à direita ilustra e primeira etapa do programa, 

aplicação do threshold à tabela de atribuição taxonômica e retirada das OTUs que não 

possuírem número de reads acima desse limite; à esquerda está ilustrado a segunda etapa 

de funcionamento do eDNAnalyzer, mostra a entrada de dados com a tabela de táxons 

definitivos, escolhas dos filtros, denominação de amostradores, os dados serão analisados e 

filtrados de acordo com as opções 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 amigável. Para tal, o usuário deverá localizar 

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

do arquivo executável (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 memória RAM. Antes de 

rodar o eDNAnalyzer, no entanto, o usuário deverá selecionar o idioma de sua 

preferência (Inglês ou Português), e acessar o manual de instruções, conforme 

mostrado nas Figuras 2.2 e 2.3.  Após estas etapas, o usuário poderá selecionar a 

tarefa que deseja executar, clicando na opção de interesse. O programa eDNAnalyzer 

disponibiliza duas principais opções para execução de tarefas ou “jobs”, conforme 

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

 

 

Figura 2.2 - Interface de interação com o usuário mostrando a opção de seleção de idioma 

do programa eDNAnalyzer 

 

 

 

Figura 2.3 – Interface de interação com o usuário mostrando a opção de acesso ao manual 

de instruções e as duas principais tarefas executas pelo programa eDNAnalyzer 

 

  

https://github.com/Leo-9821/eDNAnalyzer
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2.3.2 Usando o eDNAnalyzer  

 

2.3.2.1 Processamento inicial e aplicação do threshold 

 

Para executar a tarefa denominada “processamento inicial e aplicação do 

threshold” o usuário deve fornecer ao programa uma tabela com os dados de 

atribuição taxonômica organizados em um arquivo de entrada em formato .xlsx. Este 

arquivo deverá conter ao menos seis colunas descrevendo os dados relativos à 

amostra de sequenciamento (Amostra_sequenciamento ou Sequencing_sample), às 

áreas de estudo e amostradores (Area_amostrador ou Area_sampler), ao ponto de 

coleta das amostras (Ponto ou Point), à identificação da OTU (Otu), ao número de 

contigs (N_contigs) obtidas por OTU, e à espécie ou táxon atribuído (Táxon ou Taxon). 

Deve-se indicar a área de coleta e o tipo de amostrador usado, separados por um 

underscore (e.g. área_amostrador), devendo-se usar códigos não ambíguos para não 

ocorrer erros durante a etapa de filtragem das informações. Além dessas colunas 

obrigatórias, outras informações poderão ser inseridas em colunas adicionais, de 

acordo com o interesse do usuário. Por exemplo, caso tenham sido utilizadas 

alíquotas na extração de DNA, o usuário poderá incluir uma coluna reportando estes 

dados. Informações relativas às tags moleculares utilizadas no sequenciamento, e aos 

valores de identidades obtidos nos alinhamentos para atribuição taxonômica, também 

poderão ser incluídas, à critério do usuário, como mostrado na Tabela 2.1.  

 

Tabela 2.1 - Modelo de tabela de entrada em inglês 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 A1_MC 1 1 89654 
Alouatta 
belzebul 

1 100 TA 

S2 A1_MC 2 1 542 Bos taurus 2 100 TB 

S3 A1_AG 1 1 20 
Bradypus 
variegatus 

1 97.45 TC 

S4 A2_MQ 2 1 75234 
Homo 

sapiens 
1 100 TD 

 

 

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

(valor padrão 0,05%) para cada amostra de sequenciamento para os dados de 
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atribuição taxonômica, provenientes da análise prévia de metabarcoding e filtrar as 

OTUs considerando este valor de corte. Como resultado desta análise serão 

fornecidos arquivos de saída em formato .xlsx. Após a execução desse passo, serão 

gerados três arquivos com extensão .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 

última tabela deverá ser salva e curada manualmente para adição de uma coluna com 

a atribuição taxonômica revisada. A seguir são mostrados os principais passos para 

execução dessa tarefa inicial, seguindo um pipeline ilustrado no manual de instruções 

do programa e mostrado a seguir. 

 

Passo 1: Selecione o item “processamento inicial e aplicação do threshold” (Figura 

2.4).  

 

Figura 2.4 – Interface de interação com o usuário mostrando a opção de acesso à tarefa 

“processamento inicial e aplicação do threshold” disponível no programa eDNAnalyzer. 

 

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

de entrada (Figura 2.5).  
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Figura 2.5 - Interface de interação com o usuário mostrando a opção de acesso à tarefa 

“Processamento da inicial a aplicação do threshold” indicando função de inserção 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 próximo passo (Figura 

2.6). 

 

Figura 2.6 - Interface de interação com o usuário mostrando o arquivo de entrada disponível 

para análise. 

 

Passo 4: Indique o valor de threshold que deseja utilizar. Recomenda-se utilizar o 

valor padrão de 0,05%. Porém, se desejar usar outro valor informe no campo 

disponível para digitação de texto. O valor digitado deve conter ponto (.) como 

separador decimal. (Figura 2.7). 

 

Figura 2.7 - Interface de interação com o usuário mostrando a opção de acesso à tarefa 

“Processamento da inicial a aplicação 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). 

 

Figura 2.8 - Tela do “Processamento da inicial a aplicação do threshold” indicando botão para 

rodar a primeira etapa de processamento. 

 

Passo 6: Salve localmente as tabelas de interesse. Caso deseje seguir para etapa 

seguinte de trabalho faça uma curadoria manual da tabela com as OTUs que 

apresentaram valores iguais ou acima do threshold, conforme descrito a seguir.  

 

2.3.2.2 Construção de tabelas de resultados consolidados 

 

Para execução da tarefa denominada “construção de tabelas de resultados 

consolidados”, a tabela com as OTUs de interesse deverá ser revisada e editada, 

adicionando-se uma coluna nomeada OTUFinal ou FinalOTU, caso esteja utilizando 

o programa em inglês, com a atribuição taxonômica definitiva, após curadoria manual 

(Tabela 2.2).  

 

Tabela 2.2 - Modelo de tabela de entrada em inglês 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 

C1 A1_MC 1 1 89654 
Alouatta 
belzebul 

1 100 TA 
Alouatta 
belzebul 

C2 A1_MC 2 1 542 Bos taurus 2 100 TB 
Bos 

taurus 

C3 A1_AG 1 1 20 
Bradypus 
variegatus 

1 97.45 TC 
Bradypus 

sp. 

C4 A2_MQ 2 1 75234 
Homo 

sapiens 
1 100 TD 

Homo 
sapiens 

 

Nessa etapa de trabalho, o eDNAnalyzer irá criar tabelas com os resultados 

consolidados, listando as espécies/táxons finais estabelecidos, com seus respectivos 

números de detecções e de contigs. As tabelas poderão ser geradas separando as 
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informações por amostrador, por área, e por amostrador e área conjuntamente, 

conforme descrito nos passos a seguir. 

 

Passo 1: Selecione a opção “Construção das tabelas de resultados consolidados” 

(Figura 2.9). 

 

Figura 2.9 – Interface de interação com usuário indicando a opção “construção das tabelas 

de resultados consolidados” do programa eDNAnalyzer. 

 

 

Passo 2: Selecione a opção “clique para selecionar” para carregar o arquivo de 

entrada para rodar a tarefa de trabalho “construção das tabelas de resultados 

consolidados” (Figura 2.10). 

  

Figura 2.10 - Interface de interação com usuário indicando a opção de inserção do arquivo 

de entrada para a tarefa “construção 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). 

  

Figura 2.11 - Interface de interação com usuário indicando o arquivo de entrada carregado e 

a opção de filtros para seleção de dados de interesse no programa eDNAnalyzer. 

 

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

ambos (Figura 2.12). 

  

Figura 2.12 - Interface de interação com usuário indicando a opção “Construção das tabelas 

de resultados consolidados” para seleção dos filtros de Amostrador, Área. 

 

 

Passo 5: Caso tenha selecionado a opção “Amostrador”, insira no próximo campo 

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

opção “Amostrador”, deixe esse campo em branco. 

 

Figura 2.13 - Interface de interação com usuário indicando a opção “Construção das tabelas 

de resultados consolidados” para inserção da denominação dada aos amostradores no 

arquivo de entrada. 

 

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

 

Figura 2.14 - Interface de interação com usuário indicando a opção “Construção das tabelas 

de resultados consolidados” para rodar esta tarefa no eDNAnalyzer. 

 

Após rodar a respectiva tarefa, o programa irar gerar as tabelas de acordo com 

as opções 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 DISCUSSÃO  

 

O programa eDNAnalyzer foi desenvolvido com a finalidade de facilitar o 

processamento e análises de dados obtidos, especificamente, em estudos de eDNA 

e iDNA, que utilizam a abordagem de metabarcoding para gerar OTUs e identificar as 

espécies presentes em uma amostra proveniente do ambiente, que pode ser de água, 

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 gráfica intuitiva, o eDNAlyzer permite a utilização 

prévia de quaisquer programas para análise de dados brutos de metabarcoding, para 

a atribuição taxonômica, como por exemplo Stacks, utilizado para demultiplexagem 

(Catchen et al., 2011), PEAR, utilizado para concatenação (Zhang et al., 2014), 

Cutadapt, utilizado para remoção da sequência dos primers (Martin, 2011), e 

USEARCH (Edgar, 2010) ou VSEARCH (Rognes, et al., 2016), utilizados para a 

clusterização de contigs.  

Uma vez obtidos os dados de OTUs, tabelas simplificadas, contendo os dados 

da atribuição taxonômica, devem ser formatadas para gerar o arquivo de entrada 

requerido na etapa inicial de trabalho do eDNAlyzer. Ainda que sua interface gráfica 

restrinja a sua flexibilidade de gerenciamento de dados, em comparação com outras 

ferramentas baseadas em linhas de comando, o eDNAlyzer permite ao usuário a 

geração de tabelas distintas, a partir da seleção de filtros específicos, que garantem 

certa flexibilidade nas ações mantendo uma interface gráfica intuitiva.  

Grande parte das ferramentas para análises de dados de metabarcoding é 

construída para ser utilizada através de linhas de comando, visando aumentar a 

flexibilidade de seu uso, permitindo a possibilidade de múltiplas ações, e.g. VSEARCH 

(Rognes, et al., 2016), USEARCH (Edgar, 2010), OBITools, pipeline para 

metabarcoding (Boyer et al., 2014). Porém, o avanço nos estudos de DNA ambiental, 

tem evidenciado a necessidade de simplificar processos que demandam de 

conhecimento adicional sobre linguagens e/ou ambientes de programação, 

especialmente, para permitir que usuários iniciantes nesta técnica, que não possuem 

familiaridade com interfaces computacionais não gráficas, analisem os dados de 

forma automatizada e segura. Neste sentido, o eDNAnalyzer atende essa demanda 

de forma eficiente, permitindo seu uso a uma ampla gama de usuários.  
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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 

exploração e visualização de resultados de metabarcoding bastante eficientes.  

Entretanto, tais ferramentas não foram desenvolvidas para processar dados de 

atribuição taxonômica de metabarcoding, especificamente, derivados de estudos de 

eDNA ou iDNA ou quando são desenvolvidos com essa intenção chegam apenas até 

a atribuição taxonômica, não possuem funcionalidades de filtragem e tratamento 

desses dados. Já o eDNAnalyzer foi desenvolvido exatamente para esta finalidade, 

com opções de filtragem que se adequam a ambas as metodologias mencionadas, 

permitindo filtragens por área e amostradores; além de fornecer a possibilidade de 

reunir os resultados de alíquotas da extração de DNA, que, até então, são analisadas 

separadamente. Além disso, o código-fonte do eDNAnalyzer e suas dependências 

foram reunidos em um único arquivo executável no formato “.exe”, o que facilita sua 

distribuição, pois o usuário apenas necessita de acesso a esse pequeno arquivo, não 

sendo necessários downloads de diretórios e/ou instalações. Por outro lado, outras 

ferramentas já disponíveis (e.g. OBITools, Boyer et al. 2014; ranacapa, Kandlikar et 

al., 2018; eDNA-Container, Wheeler et al., 2024), necessitam de instalação usando 

linhas de comando, e linguagens de programação e bibliotecas das quais estas 

dependem. 

Em suma, o DNAnalyzer se apresenta como uma ferramenta amigável e 

eficiente para processar de forma rápida, simples e segura dados de atribuição 

taxonômica 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 eficiência na filtragem das informações de interesse. 
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CAPÍTULO 3 – MODELAGEM DE DISTRIBUIÇÃO DE ESPÉCIES PARA Alouatta 

belzebul NO CENTRO DE ENDEMISMO PERNAMBUCO E IMPLICAÇÕES PARA 

SUA CONSERVAÇÃO 

 

RESUMO 

Alouatta belzebul é uma espécie de primata vulnerável fortemente afetada pela perda 
e fragmentação de habitat, ocorrendo tanto na Amazônia quanto na Mata Atlântica. 
Na Mata Atlântica, A. belzebul ocorre no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP), 
uma região altamente desmatada, onde restam menos de 5% da cobertura florestal 
original, com grande influência de atividades agropecuárias e potencial para extinções 
locais. Neste trabalho, foram realizadas análises de modelagem de distribuição de 
espécies para identificar áreas potenciais para a presença de A. belzebul no CEP. A 
área de estudo abrangeu os estados de Alagoas, Pernambuco, Paraíba e Rio Grande 
do Norte. Os dados de ocorrência de A. belzebul foram obtidos de bases de dados 
públicos e dos resultados das análises de iDNA. As variáveis climáticas e ambientais 
incluiriam dados de temperatura, precipitação, de cobertura de solo, entre outros, e 
também foram obtidos de bases de dados públicos. 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 
previsão. As análises 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 previsão da 
distribuição de A. belzebul no CEP, apresentando um valor de TSS de 0,895. As 
variáveis que mais contribuíram para a previsão de ocorrência da espécie foram 
precipitação anual, porcentagem de outras florestas e porcentagem de matriz 
agropastoril. O modelo destacou a importância de habitats com maior altura do dossel 
e maior cobertura de árvores. Duas áreas em Alagoas, onde ocorreram detecções 
inéditas da espécie por iDNA, e uma área em Pernambuco, atualmente não apontada 
como relevante para A. belzebul, foram indicadas como adequadas para ocorrência 
da espécie. Esses achados são relevantes para subsidiar ações estratégicas para a 
conservação de A. belzebul, direcionando esforços de monitoramento e proteção para 
áreas prioritárias no CEP. 
 

Palavras-chave: áreas prioritárias para conservação, bugios-de-mãos-ruivas, 

monitoramento de espécies. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

A perda e fragmentação de habitat consiste em uma das principais ameaças à 

biodiversidade.  A destruição de florestas e ecossistemas naturais, devido à atividade 

humana, tem levado à diminuição dramática da abundância de espécies em todo o 

planeta. Isso é particularmente preocupante no bioma Mata Atlântica, um importante 

hotspot de biodiversidade que apresenta mais de 8.000 espécies endêmicas, e que 
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vem sofrendo os impactos negativos ocasionados pelo desmatamento (Tabarelli et al., 

2005). O processo de fragmentação e perda de habitat aumenta a vulnerabilidade de 

muitas espécies, aumentando seu risco de extinção, devido principalmente à redução 

no tamanho de suas populações e no fluxo gênico (Reed, 2004). 

O bugio de mãos-ruivas Alouatta belzebul é uma espécie vulnerável a extinção 

que vem sendo afetada pela perda e fragmentação de habitat nas áreas de sua 

ocorrência, que inclui a Amazônia e Mata Atlântica. Na Mata Atlântica, esta espécie é 

encontrada apenas no Centro de Endemismo de Pernambuco (CEP) (Fialho et al., 

2014; Pontes et al., 2007), uma das áreas de Mata Atlântica mais ameaçadas, com 

menos de 2% de sua cobertura florestal original preservada (Lima et al., 2020; Pontes 

et al., 2007; Tabarelli et al., 2005). Neste cenário, estratégias que assegurem o 

monitoramento e a proteção das populações de A. belzebul em fragmentos 

remanescentes no CEP são essenciais para contribuir com o programa de 

conservação da espécie (Benchimol e Peres, 2013; Bicca-Marques, 2003; Chiarello, 

2003).  

Os estudos de modelagem de distribuição de espécies se mostram eficientes 

para tal propósito, uma vez que permitem identificar áreas com capacidade potencial 

de abrigar uma espécie, com base em dados de sua ocorrência e de variáveis 

ambientais e climáticas, tais como temperatura, precipitação, cobertura da vegetação, 

entre outros (Elith e Franklin, 2013; Miller, 2010). Essa abordagem pode auxiliar a 

identificar áreas novas de ocorrência da espécie bem como sugerir áreas adequadas 

para reintrodução (Genes et al., 2018), contribuindo para direcionar esforços de 

monitoramento e manejo de espécies e suas populações (Cayuela et al., 2009; Giné 

e Faria, 2018). No presente trabalho, análises de modelagem de distribuição de 

espécies foram implementadas com o objetivo de identificar áreas propícias para 

ocorrência de A. belzebul no CEP e assim contribuir com dados relevantes para o 

desenvolvimento de estratégias de manejo e conservação da espécie. 

 

3.2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.2.1 Área de Estudo 

 

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

área de Mata Atlântica situada mais ao norte, localizada na região nordeste do Brasil, 
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ao norte da foz do Rio São Francisco, que abrange os estados de Alagoas, 

Pernambuco, Paraíba e Rio Grande do Norte (Figura 3.1). O CEP possui 5,6 mil 

hectares de extensão, e apresenta brejos de altitude em seu entorno que atingem 

áreas de Caatinga. Sua vegetação é composta por áreas de tensão ecológica, floresta 

estacional semidecidual, floresta ombrófila aberta, floresta ombrófila densa e áreas de 

formações pioneiras (Santos, 2006). A vegetação natural do CEP é entremeada por 

uma grande matriz agropecuária formada em sua maioria por canaviais 

implementados a partir da década de 70. Essa matriz também é constituída de 

pastagens e áreas urbanas, fazendo com que os fragmentos florestais se tornem cada 

vez mais isolados e inadequados para a manutenção da biodiversidade neste local 

(Tabarelli e Roda, 2005). 

Os brejos de altitude são enclaves na Caatinga que apresentam vegetação 

mais próxima da Mata Atlântica do sudeste do que o resto do CEP que possuí mais 

similaridades com a Amazônia (Santos, 2006). Para as análises de modelagens, 

consideramos neste trabalho, apenas os limites de Mata Atlântica estabelecidos por 

Muylaert et al. (2018) para o CEP.  Portanto, um buffer de 0,25 graus, a partir da borda 

do perímetro da área considerada foi criado, sem incluir os brejos de altitude, 

localizados em áreas de Caatinga, fora da distribuição reportada para a espécie 

(Valença-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 Ocorrência de Alouatta belzebul 

 

Para levantamento dos dados de ocorrência de A. belzebul foram feitas buscas 

nas bases de dados públicos do sistema SALVE-ICMBio (Sistema de Avaliação do 

Risco de Extinção da Biodiversidade – Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade), Species Link e iNaturalist, e no Datapaper Atlantic Primates (Culot et 

al., 2019) (Tabela 3.1). Posteriormente, as informações relativas à ocorrência de A. 

belzebul nos estados que compreendem o CEP foram selecionadas. Para considerar 

dados mais acurados e precisos das variáveis ambientais e climáticas, e dos registros 

de ocorrência da espécie, georreferenciados (GPS), consideramos apenas as 

informações disponíveis a partir de 1980 (Kumar e Moore, 2002). Não foram 

consideradas ocorrências para coordenadas que representavam a localidade de 

museus e/ou zoológicos. Além disso, consideramos também os dados de ocorrência 

da espécie, provenientes dos resultados derivados das análises de iDNA, descritos 

no primeiro capítulo dessa dissertação, para comparação dos resultados.
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Tabela 3.1 - Ocorrência de Alouatta belzebul segundo a literatura e bancos de dados públicos.  

Método Estado Longitude Latitude Referência Base fonte 

Entrevista Paraíba -34.919375 -6.9985 Dados não publicados. 
Valenca-Montenegro, M. M. 

Data paper - Atlantic 
Primates 

Transecto linear Paraíba -34.95555556 -7.021111111 Fialho e Gonçalves, 2008, 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Transecto linear Paraíba -34.95781944 -7.025169444 Fialho et al., 2014 
Data paper - Atlantic 

Primates 
 Paraíba -34.96666667 -7.133333333 Ayres, 1997 Data paper - Atlantic 

Primates 

Entrevista Rio Grande do Norte -34.97962222 -6.437222222 Fialho et al., 2014 Data paper - Atlantic 
Primates 

Museu Rio Grande do Norte -34.99849167 -6.40895 
Coimbra-Filho; Câmara; 

Rylands, 1995 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Entrevista Paraíba -35.08823889 -7.192813889 Fialho et al., 2014 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Entrevista Paraíba -35.091025 -7.015108333 Dados não publicados. 
Valenca-Montenegro, M. M. 

Data paper - Atlantic 
Primates 

 Paraíba -35.1 -6.666666667 Ayres, 1997 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Coleta e visualização Paraíba -35.15441667 -7.042833333 Fialho et al., 2014 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Transecto linear Paraíba -35.158889 -7.053056 Hue; Caubet; Moura, 2017 Data paper - Atlantic 
Primates 

 Paraíba -35.2 -7.083333333 Langguth et al., 1987 Data paper - Atlantic 
Primates 

 Pernambuco -35.41666667 -8.716666667 
Almeida; Pimentel; Silva, 

1995 
Data paper - Atlantic 

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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Tabela 4.1 - Ocorrência de Alouatta belzebul segundo a literatura e bancos de dados públicos. (continuação)  

Entrevista Alagoas -35.87130278 -9.214580556 Melo, 2017 
Data paper - Atlantic 

Primates 
 Alagoas -35.93333333 -9.316666667 Gregorin, 2006 Data paper - Atlantic 

Primates 
 Alagoas -36.13333333 -9.916666667 Gregorin, 2006 

Data paper - Atlantic 
Primates 

Entrevista Rio Grande do Norte -35.017695 -6.473944 Ludwig et al., in prep. 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Entrevista Rio Grande do Norte -35.021573 -6.487743 Ludwig et al., in prep. Data paper - Atlantic 
Primates 

Entrevista Paraíba -35.100458 -6.935659 Ludwig et al., in prep. Data paper - Atlantic 
Primates 

Entrevista Paraíba -35.137244 -6.984608 Ludwig et al., in prep. 
Data paper - Atlantic 

Primates 

Entrevista Paraíba -35.16556 -7.04687 Ludwig et al., in prep. 
Data paper - Atlantic 

Primates 
Fotografia/avistamento 

direto 
Paraíba -34.960447 -6.995101 https://www.inaturalist.org/

observations/90469743 
iNaturalist 

Fotografia/avistamento 
direto Paraíba -35.1563 -7.04223 

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

Vestígio Paraíba -34.989564 -7.018489  SALVE-ICMBio Jul 
2023 

Vestígio Paraíba -35.052117 -7.019156  SALVE-ICMBio Jul 
2023 

Visualização Paraíba -35.149058 -7.065944  SALVE-ICMBio Jul 
2023 

Visualização Paraíba -34.98736282 -7.0865581 Oliveira e Oliveira, 1993 
SALVE-ICMBio Jul 

2023 

Visualização Paraíba -35.04426768 -7.15965781 Oliveira e Oliveira, 1993 
SALVE-ICMBio Jul 

2023 

Visualização Paraíba -35.09875074 -7.18553205 Oliveira e Oliveira, 1993 
SALVE-ICMBio Jul 

2023 
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Tabela 5.1 - Ocorrência de Alouatta belzebul segundo a literatura e bancos de dados públicos. (continuação) 

Visualização Paraíba -35.10002556 -6.878569492  SALVE-ICMBio Jul 
2023 

Visualização Paraíba -35.02219856 -7.15277578 Fialho et al., 2014 SALVE-ICMBio Jul 
2023 

Visualização Paraíba -35.18213548 -6.7256411 Fialho et al., 2014 
SALVE-ICMBio Jul 

2023 

Visualização Pernambuco -35.403917 -8.712667 
Coimbra-Filho; Câmara; 

Rylands, 1995 
SALVE-ICMBio Jul 

2023 

Visualização Paraíba -34.95482825 -7.01435336 Fialho et al., 2014 SALVE-ICMBio Jul 
2024 

Visualização Rio Grande do Norte -34.981897 -6.430662 Coimbra-Filho; Câmara; 
Rylands, 1995 

SALVE-ICMBio Jul 
2025 

Visualização Paraíba -35.17344276 -6.72652179 
Porfírio; Laroque; Oliveira, 

2002 
SALVE-ICMBio Jul 

2026 

Coleta Alagoas -35.833333 -9.25 Langguth et al., 1987 
SALVE-ICMBio Jul 

2027 
Observação por 

máquina/Vocalização 
Paraíba -35.23279953 -7.096389771  Species Link 
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3.2.3 Variáveis Ambientais 

 

Para levantamento dos dados de variáveis ambientais e climáticas, utilizamos 

o Google Earth Engine (GEE) (Gorelick et al., 2017), para acessar e/ou manipular 

informações disponíveis no WorldClim V1 Bioclim (Hijmans et al., 2005), no Projeto 

MapBiomas, na Coleção 8 (Souza et al., 2020), no DNIT (Departamento Nacional de 

Infraestrutura de Transportes do Brasil).  

Para variáveis climáticas foram utilizados dados para temperatura média 

anual; temperatura máxima do mês mais quente; temperatura mínima do mês mais 

frio; sazonalidade da temperatura; variação anual da temperatura; precipitação 

anual; precipitação do mês mais úmido; precipitação do mês mais seco; e 

sazonalidade da precipitação. Para variáveis topográficas foram utilizados dados de 

elevação e declividade. Para variáveis de cobertura de solo, com exceção da altura 

do dossel e cobertura de árvores, foram usados dados para porcentagem 

agropastoril; número de fragmentos florestais; cobertura de árvores; altura do dossel; 

e porcentagem de outras florestas, incluindo as demais categorias de floresta, a 

saber: formação savânica, mangue, floresta alagável, restinga arbórea e silvicultura. 

Foram usados também dados de variáveis relacionadas à atividade humana, como 

distância para rodovias e o índice de modificação humana global gHM (Global Human 

Modification). Uma variável de distância para unidades de conservação também foi 

utilizada. Todas as variáveis foram reprojetadas para a resolução espacial de 1 km. 

Maiores detalhes sobre as variáveis usadas no trabalho são apresentados na Tabela 

3.2. 
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Tabela 3.2 - Variáveis escolhidas para a modelagem de distribuição de espécie 

Categoria Variável Código 
Unidade 

de medida 
Utilizado Descrição  Provedor de dados Referência 

C
lim

á
ti
c
a

 

Temperatura média 
anual 

annualTemp ºC * 10 Não 
Temperatura média anual 
do WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Temperatura 
máxima de mês 
mais quente 

tempMaxWarmMonth ºC * 10 Sim 
Temperatura máxima de 
mês mais quente do 
WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Temperatura 
mínima do mês 
mais frio  

tempMinColdMonth ºC * 10 Não 
Temperatura mínima do 
mês mais frio do 
WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Sazonalidade da 
temperatura 

tempSeason ºC * 100 Sim 
Sazonalidade da 
temperatura do 
WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Variação anual da 
temperatura 

tempAnnualRange ºC * 10 Não 
Variação anual da 
temperatura do 
WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Precipitação anual annualPrecip mm Sim 
Precipitação anual do 
WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Precipitação do mês 
mais úmido 

precWetMonth mm Não 
Precipitação do mês mais 
úmido do WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Precipitação do mês 
mais seco 

precDryMonth mm Não 
Precipitação do mês mais 
seco do WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

Sazonalidade da 
precipitação 

precSeason mm Sim 
Sazonalidade da 
precipitação do 
WorldClim V1 

University of California, 
Berkeley 

Hijmans et al., 2005 

T
o

p
o

g
rá

fi
c
a
 

Elevação elevation m Não 
Modelo de elevação 
digital 

Copernicus 
European Space 
Agency; Airbus, 2022 

Declividade slope m Sim 
Inclinação da superfície 
do solo 

Copernicus 
European Space 
Agency; Airbus, 2022 
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Tabela 3.1 - Variáveis escolhidas para a modelagem de distribuição de espécie (continuação) 
C

o
b

e
rt

u
ra

 d
e

 s
o

lo
 

Porcentagem 
agropastoril 

percAgropastoral % Sim 
Porcentagem de matriz 
agropastoral em buffer de 
1km de raio 

MapBiomas Coleção 8.0 Souza et al., 2020 

Número de 
fragmentos 
florestais 

nFrag % Não 
Número de fragmentos de 
Mata Atlântica em um 
buffer de 1km de raio 

MapBiomas Coleção 8.0 Souza et al., 2020 

Cobertura de 
árvores 

treeCanopyCover % Sim 
Porcentagem de pixels 
cobertos por árvores 

NASA LP DAAC at the 
USGS EROS Center 

Sexton et al., 2013 

Altura do dossel canopyHeight m Sim Altura do dossel 
ETH Global Sentinel-2 
10m Canopy Height 

Lang et al., 2023 

Porcentagem de 
outras florestas 

percOtherForests % Sim 

Porcentagem de 
formações florestais não 
de Mata Atlântica em um 
buffer de 1km de raio 

MapBiomas Coleção 8.0 Souza et al., 2020 

H
u
m

a
n

a
 

Distância para 
rodovias 

distRoads m Sim 

Distância euclidiana para 
rodoviais federais e 
estaduais com dados do 
DNIT 

DNIT 

Departamento 
Nacional de 
Infraestrutura de 
Transportes do Brasil 
(DNIT) 

Global Human 
Modification 

gHM % Sim 
Medida cumulativa de 
modificação humana 

Conservation Science 
Partners 

Kennedy et al., 2019 

Distância para 
áreas protegidas 

distAreasProt m Sim 

Distância euclidiana para 
áreas protegidas com 
dados do World Database 
on Protected Areas 

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

UNEP-WCMC; IUCN, 
2023 
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Após a coletânea das variáveis, foi feita uma correlação de Pearson para 

exclusão de variáveis que apresentaram valores de r > 0,7 e/ou correlações com 

duas ou mais variáveis, tentando manter pelo menos uma variável de cada categoria 

(Collart et al., 2020; Dormann et al, 2013). Após isso, foi feito o cálculo de 

multicolinearidade, utilizando o Fator de Inflação da Variância (VIF). Este cálculo foi 

feito sucessivamente, removendo-se a variável com maior VIF, até que todas as 

variáveis apresentassem um valor de VIF < 4 (França, 2023; Gao et al., 2023; 

Polaina, Pärt, Recio, 2020). 

 

3.2.4 Modelagem de Distribuição de Espécies 

 

As análises 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 pseudoausência com distância mínima de 1 km de ponto para ponto (Breiner et al., 

2015), considerando toda área do CEP. As distâncias entre esses pontos foram as 

mesmas do comprimento dos raios adotados para os buffers. Foram feitas 100 

replicações para cada algoritmo (Scherrer et al., 2019). Para gerar os modelos, os 

dados de ocorrência da espécie e de variáveis ambientais e climáticas 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 previsão (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 atribuídos pesos para cada variável, de 

acordo com seu desempenho em cada modelo, para obtenção de dados relativos (i) 

à importância de cada variável para a distribuição da espécie; (ii) às curvas resposta 
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para cada variável, mostrando a probabilidade de ocorrência da espécie, dependendo 

do valor da variável em questão; (iii) à camada raster de probabilidade de ocorrência 

da espécie; e (iv) à camada raster binária de ocorrência e não-ocorrência da espécie. 

 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Após as análises de correlação de Pearson (Figura 3.2) e de 

multicolinearidade, considerando valores de VIF < 4,0 (Tabela 3.3), foram mantidas 

as seguintes variáveis: precipitação anual, sazonalidade da precipitação, 

sazonalidade da temperatura, temperatura do mês mais quente, porcentagem de 

outras florestas, porcentagem agropastoril, cobertura de árvores, altura do dossel, 

declividade, distância para rodovias e distância para áreas protegidas. 

Três 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 o mais adequado para 

prever a distribuição de A. belzebul no CEP, uma vez que combina as capacidades 

de diversos métodos estatísticos, apresentando uma tendência a criar modelos mais 

robustos e precisos (Meller et al., 2014), em comparação com a maioria dos algoritmos 

que analisa os dados de  forma isolada, e pode gerar respostas diferentes em relação 

ao tamanho amostral, prevalência da espécie e escala geográfica, por exemplo 

(Grenouillet et al., 2011). 

As variáveis que apresentaram na média maior importância para a previsão da 

distribuição de A. belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco (Figura 3.4) foram 

precipitação anual (𝑥̅ = 0,48), porcentagem de outras florestas (𝑥̅ = 0,27), e 

porcentagem de matriz agropastoril (𝑥̅ = 0,18). De acordo com o modelo final gerado 

pelo EM foi possível inferir preferências de habitat da espécie-alvo para as variáveis 

ambientais incluídas nos modelos (Figura 3.5). Foi notada uma preferência por 

habitats com maior altura do dossel, e com maior concentração em dosséis com altura 

de 20 metros ou mais. O mesmo foi visto em relação à cobertura de árvores, que 

indicou que locais com maior cobertura de árvores têm maior probabilidade de 

ocorrência da espécie.  
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Figura 3.2 - Matriz de correlação mostrando o valor do r de Pearson para as variáveis 

ambientais pré-definidas para as modelagens de distribuição de espécies. 

 

Tabela 3.3 - Valores de VIF para as variáveis, VIF inicial e VIF final depois da remoção da 

variável com maior multicolinearidade. 

Variáveis 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 - Avaliação 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. 

 

 

 

Figura 3.4 - Importância média das variáveis ambientais para previsão da distribuição de 

Alouatta belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco.  
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Figura 3.5 - Curvas resposta para a distribuição de Alouatta belzebul para a cada variável 

ambiental selecionada para a modelagem. 

 

Em Alouatta guariba (Humboldt, 1812), estudos evidenciaram que habitats com 

a presença de corpos d’água, e eventualmente maior precipitação atrelada, tendem a 

ocupar uma posição de destaque na escala de importância para a distribuição da 

espécie (Galán-Acedo et al., 2024), corroborando os dados aqui encontrados para 

importância de áreas com maior precipitação. Adicionalmente, Silvestre et al. (2020) 

demonstraram que para A. belzebul a estrutura florestal de savanas amazônicas não 

apresentou grande importância para a distribuição da espécie, coincidindo mais uma 

vez com os nossos achados, que apesar de apresentarem alguma previsão de 

ocorrência, não indicaram ser as variáveis ambientais mais preponderantes para a 

espécie. 
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Levando em conta a presença de formações florestais que não florestas de 

Mata Atlântica, os nossos dados mostraram que a ocorrência de A. belzebul é mais 

provável em ambientes com pouca presença dessas formações. Porém, áreas sem a 

presença de formações florestais diferentes apresentaram probabilidade muito baixas 

para ocorrência da espécie. Por outro lado, áreas com maior porcentagem de matriz 

agropastoril apontaram maior chance de ocorrência de A. belzebul, confirmando 

dados da literatura que reportam a capacidade desse gênero de ocupar ambientes 

fragmentados, usando matriz natural ou cultivada, para alimentação, descanso e 

outras atividades (Ludwig et al., 2020; Pozo-Montuy; Serio-Silva; Bonilla-Sánchez, 

2011; Pozo-Montuy et al., 2013). Em relação à declividade do ambiente, áreas com 

menor variação no terreno parecem ter maior chance de abrigar A. belzebul. Quanto 

à influência humana, nossos achados revelaram que quanto menor a distância de um 

fragmento a uma área protegida ou unidade de conservação, maior é a probabilidade 

de encontrar a espécie. Por outro lado, quanto menor a distância para rodovias, menor 

a probabilidade de ocorrência da espécie, sendo que esta aumenta mais a partir de 

distâncias superiores a 9 km. Por fim, quando consideramos os dados de gHM houve 

uma probabilidade muito grande nos índices mais baixos, o que vai de encontro com 

o resultado das outras variáveis.  

Estes resultados ressaltam a importância da manutenção e criação de unidades 

de conservação para a conservação de A. belzebul no CEP, não apenas em áreas 

florestais, mas também em áreas com diferentes matrizes, as quais podem 

representar áreas chaves para conservação de espécies com boa capacidade de 

resiliência e, portanto, de se adaptarem a ambientes modificados (Pozo-Montuy; 

Serio-Silva; Bonilla-Sánchez, 2011). Por outro lado, tais achados também indicam a 

necessidade de diminuir a proximidade de rodovias e centros urbanos das áreas 

adequadas para ocorrência 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 variáveis climáticas indicaram que locais com uma maior 

precipitação anual e um nível intermediário de variação da precipitação, tem maior 

probabilidade de ocorrência da espécie. Habitats com temperaturas mais amenas 

para o CEP, em torno de 26ºC, e com baixo nível de variação de temperatura ao longo 

do ano, se mostraram mais adequados para a ocorrência de A. belzebul. De fato, 

esses animais tendem a se deslocar mais em períodos mais secos, permanecendo 
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mais tempo em locais com maior precipitação (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 mudanças 

climáticas, com o aumento crescente da temperatura global, tendem a diminuir as 

áreas capazes de abrigar as espécies de Alouatta, incluindo A. belzebul. Ressaltamos, 

portanto, o direcionamento de esforços para a conservação de áreas que visem a 

manutenção de microclimas mais amenos, para abrigar esses primatas no caso da 

necessidade de remanejamento de populações em fragmentos com temperaturas 

mais elevadas.  

 

3.3.1 Projeção dos Modelos 

 

A projeção dos modelos de distribuição obtidos para a região do CEP (Figura 

3.6) indica que os estados do Rio Grande do Norte e da Paraíba demonstram ser os 

mais adequados para abrigar A. belzebul, sendo que a Paraíba possui a maior área 

com alta probabilidade de ocorrência da espécie. Em Pernambuco foram apontadas 

duas áreas de menor extensão com alta probabilidade de ocorrência da espécie, 

sendo que mais ao nordeste do estado, há uma área de grande probabilidade de 

ocorrência de A. belzebul, que não está incluída nas Áreas Importantes para a 

Conservação de Primatas do Nordeste (AI-ICMBio, 2021) para esta espécie, sendo 

mencionada como relevante apenas para Sapajus flavius. Já 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 ocorrência da espécie obtidos através das análises de iDNA, e os dados 

disponíveis na literatura, os resultados mostram congruências (Tabela 3.1). Os pontos 

analisados por iDNA nos quais a espécie foi detectada na Paraíba e no Rio Grande 

do Norte estão todos localizados em áreas com alta chance de ocorrência de A. 

belzebul. Além disso, as novas áreas de ocorrência em Alagoas, em que a espécie foi 

detectada via iDNA, também são apontadas na análise de modelagem como áreas 

propícias para A. belzebul. Em relação à ESEC de Murici e à RPPN Fazenda 

Pacatuba, que possuem alta chance de abrigar a espécie de acordo com a projeção 

da modelagem aqui realizada, embora A. belzebul não tenha sido detectada por iDNA 

neste local, devido a limitações na coleta das amostras na região amostrada, a 
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presença da espécie já havia sido reportada na literatura nesta ESEC (Langguth et 

al., 1987).   

Em suma, a modelagem de distribuição de espécies empregada neste trabalho 

se mostrou capaz de indicar áreas adequadas para ocorrência de A. belzebul, 

corroborando dados de ocorrência atual, e apontando áreas que possuem potencial 

de abrigar a espécie em futuros projetos de reintrodução. Embora os resultados deste 

trabalho evidenciem áreas importantes para a ocorrência de A. belzebul no CEP, na 

atualidade, é importante ressaltar que as mudanças climáticas prementes têm afetado 

cada vez mais espécies dependentes de florestas que habitam áreas mais 

fragmentadas, como é o caso da espécie focal de estudo. Portanto, ainda que o CEP 

represente, atualmente, uma região considerada ambientalmente estável ao longo do 

tempo, sendo denominada Refúgio Pernambuco, projeções para o futuro demonstram 

perda de áreas adequadas para abrigar espécies de mamíferos (De Oliveira et al., 

2023). Neste cenário, estudos futuros que considerem análises preditivas no CEP, 

especificamente, para A. belzebul, podem ajudar a definir, e eventualmente mitigar, os 

impactos do aumento de temperatura, sob as populações desta espécie nas áreas 

levantadas. Assim, além de estabelecer as áreas prioritárias para conservação de A. 

belzebul, considerando os dados produzidos neste estudo, esforços devem ser 

empregados para simular mudanças climáticas e na paisagem e predizer a 

adequabilidade das áreas do CEP para o futuro.  
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Figura 3.6 - Mapas de probabilidade e mapa binário da modelagem da distribuição de Alouatta belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco. 
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III CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÕES 

 

O desenvolvimento desta dissertação de mestrado, possibilitou avaliar a 

eficiência do uso de métodos como DNA ambiental e DNA derivado de invertebrados 

para a detecção de A. belzebul no Centro de Endemismo Pernambuco (CEP). Além 

disso, uma abordagem de modelagem de distribuição de espécies foi realizada de 

forma complementar para indicar áreas potenciais para a ocorrência da espécie.  Os 

dados obtidos indicam novos registros para a ocorrência atual da espécie e áreas com 

potencial para sua ocorrência. Tais dados são importantes para fomentar ações de 

manejo e de conservação da espécie. Adicionalmente, como resultado secundário 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 manipulação de dados massivos provenientes das 

atribuições taxonômicas inerentes ao emprego de tais abordagens. Em suma, os 

dados gerados neste trabalho são valiosos para o desenvolvimento de estratégias que 

visem o monitoramento, o manejo e a conservação 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 síntese dos principais 

resultados obtidos nos três capítulos apresentados neste trabalho. 

 

- Dados relativos às condições do ambiente estudado, aos amostradores e aos mini-

barcodes utilizados devem ser considerados, visando otimizar o emprego dos 

métodos de iDNA e eDNA para detecção de A. belzebul.  

- A técnica de iDNA se mostrou eficiente para detectar a espécie no local de estudo, 

mostrando maior eficiência 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 não se mostrou eficiente para detectar a espécie no local de 

estudo, devido provavelmente às intensas chuvas ocorridas durante o período de 

coleta das amostras de água. 

- Foi possível detectar a espécie via iDNA na maioria das áreas com confirmação 

anterior de sua ocorrência. 

- Nas áreas em que a espécie possivelmente ocorre, mas não 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 ocorrência da espécie foram reportados em três áreas em que 

não havia registro anterior reportado na literatura, através do emprego do método 

iDNA.  

- A análise de modelagem de distribuição de espécies para A. belzebul no CEP 

apontou uma grande área com alto potencial de ocorrência da espécie no estado da 

Paraíba e áreas menores no Rio Grande do Norte e Pernambuco, sendo que Alagoas 

possui menor potencial de ocorrência da espécie com algumas áreas menores com 

alto potencial.  

- Uma grande área de alto potencial de abrigar a espécie foi evidenciada em 

Pernambuco, onde atualmente a ocorrência de A. belzebul é descartada, sendo 

considerada como área importante apenas para Sapajus flavius.  

- Esta nova área com potencial adequabilidade para ocorrência da espécie pode se 

constituir em uma área para reintrodução em ações de conservação e manejo da 

espécie. 

- Através da análise de modelagem foi possível compreender como algumas variáveis 

ambientais podem influenciar a distribuição de espécie no CEP.  

- Os resultados das modelagens corroboram os resultados do iDNA, uma vez que as 

áreas em que houve detecção inédita da espécie via iDNA, consistiram em áreas de 

potencial elevado de abrigar a espécie pelas modelagens.  

- O software eDNAnalyzer, desenvolvido neste trabalho, se mostrou eficiente para 

agilizar o processo de análise dos resultados de atribuição taxonômica provenientes 

de sequenciamento via metabarcoding utilizados em abordagens de eDNA e/ou iDNA. 

- Esta ferramenta computacional, desenvolvida em linguagem Python, possui interface 

gráfica amigável e intuitiva para permitir que usuários não familiarizados com linhas 

de comando/linguagens de programação simplifiquem o processamento e filtragem 

de dados oriundos de análise de metabarcoding. 
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