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1. Levantamentointensivo da biodiversidadedo corredorna areade intervencdodo Projeto ConexddViata Atlantica
inferidos por sequenciamentode DNA Ambiental caracterizacdoda riqueza de espécies composicao de

comunidadese a quantificacdoabsolutade espécies

1. Ampliaro conhecimentosobre a biota da Mata Atlanticaguanto a ocorrénciae a quantificacdoabsolutade especies

bioindicadoras,invasorase ameacadagsie extincag

1. Coletar,armazenar,e analisarpor meio datécnicade metabarcoding amostrasde DNAambienta extraido
de amostrasde solo e agua coletadasem propriedadesselecionadasdentro do escopode intervencdodo Projeto

(22.319,54 km?) contemplandoos estadosde SaoPaulo,Riode Janeiroe Minas Gerais

1. Apresentardiferencasdas comunidadesentre métodos e entre tratamentos (com e sem intervencao do
Projeto) e identificar das principais espéciesque contribuem para as diferencasentre as comunidades,e entre os

métodose tratamentose demaisindicadores




Invertebrados

eDNAmetabarcoding

Vertebrados

O DNA ambiental

Extracao de
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Comparacao
banco de dados

BOLD
SYSTEMS

|dentificacAcautomaticabaseadaeem referéncia



Por que usar eDNA"

Vantagengsla utilizacaode eDNAcomparativamenteeomoutrasmetodologias

Menor esforcoamostral
1 amostra,diversosgrupostaxondomicos
Naoinvasivo
menorimpacto,naorequercaptura
Deteccaade espécielusivas
espeéciedurtivas,raras
Analisemoleculare computacionapassivetle atualizactes
Melhoresbancosde referéncia
hsequénciagarcialmenteidentificadaspodem serreclassificadas

Mesmasamostrasnovasperguntas

[bDNAarmazenadgoode serinvestigadoparaoutros grupostaxondmicos
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Fluxo de analises o ol

SISGEN
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Definigdo de unidades amostrais (microbacias) | —— | Riachos 12, 22 e 32 ordem

i inea

. 70 pontos sp instituto sstadual do ambiente
Defini¢do 180 pontos de coleta| —— | 6o pontosRI

50 pontos MG

Obten¢3do das licengas estaduais e federais para coleta e analise —_— SISBIO, SisGen /

IPA, INEA, IFE

46°0'0"W 45°0'0"W 44°0'0"W 43°0'0"W 42°0'0"W 41°0'0"W

Categoria
e Com Intervengao

e  Sem Interven¢do
e Controle
l:] Area de abrangéncia do Projeto

Km
100 7150 200




. Ecok
Area de estudo r[fgff-

180 localidades ao longo dos estados de SP, RJ e MG;

Tipos de intervencao (Gradiente de Status de Conservacao):
Unidade de Conservacéo (UC)

Com intervencadCl- propriedades apoiadas):
y' cercamento;
y' conservacao ou restauracao florestal,

Y manejo sustentavel do solo;

Sem intervencad Sl- propriedades naeapoiadas).

Classes Cadigo SP RJ MG Total

PSA Protecdo PP 23 0 0 23

PSA Usos Multiplos PU 22 35 0 57

PSA Cercamento PC 0 0 25 25

Sem intervengao ou 15 15 15 45

Controle uC 10 10 10 30

Total 70 60 50 180 ’




Area de Estude unidade de Conservacio (UC)




Area de Estud@ com intervencao (CI)
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Fluxo de analises

Coleta de amostras em campo

{

-

4 amostras dgua + 2 amostras
solo por ponto

Norte

Transecto 10m
s
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B C
Amostra Composta 2 réplicas
~ 1.050 mL 150mL
Ziploc - =




i Mol)
Grupos focais Nolé

Invertebrados
Vertebrados
Anfibios
Peixes
Aves — v “m } A
Mamiferos o .
@ostras amplific@
4 marcadores 2.896 reacbes PCR
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Fluxo de analises f

@robacias am@

1 ponto amostral por microbacia
2 amostras solo

4 amostras de agua +

4 amostras agua + 2 amostras

Coleta de amostras em campo | ——
solo por ponto

@stras eDN@ + @ostras eD@
1080 amostras /extracoes deD
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Fluxo de analises

Extragdo de DNA

g

Construgdo bibliotecas DNA Metabarcoding

g

Sequenciamento de Nova Geragao

- Ne:nSeq 2000, illumina '

Marcadores moleculares:
125V5: vertebrados
R1: invertebrados .
MiBird/Mimmamal: Aves e mamiferos SoNA
MiFish: peixes
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Fluxo de analises

I

Bioinformatica

g

Curadoria

{

Resultados

o

limpeza, triagem, organizacdo sequéncias

atribui¢do taxondomica
cusslfil:acu:r lfnonomlca
especialistas
Riqueza
e

Comparagdo entre tratamentos
Bioindicadores

Dados brutos de sequenciamento

Indexes llumina

cutadapt
-remog&o de primers

Dem.ultiplexogéo

Indexes duplos
combinatérios

cutadapt
-demultiplexagéo
- remogdo de primers

Controle de
qualidade

[ Dados brutos demultiplexados ]

DADA2
-filtros de qualidade;

-remogao de :
= reads ndo pareadas
=+ reads with Ns

Clean paired reads

Dete.rminot;c“ao

de ASVs
DADA2

-aprendizado de taxas de erro;

-derreplicagdo/remogdo de ruido;

-jungao por sobreposigao de

pares de reads (merge);

-remog¢&o de quimeras.

ASVs
néo-chiméricas

- % identidade 2 80

Atribuigdo
taxondémica

- % cobertura 2 80
-3 hits por ASV

Metadados

phyloseq

Metadados -integrag&@o de metadados

das amostras

Tobela de ASVs por
amostra

Clusterizagbo _ugrfxﬁtm das
das OTU Lo NG,

Tobela de ASVs e
‘OTUs por amostra

consultoria

Aplicacdo
de filtros
customizados

Scripts customizados
-cdleulo das abd. relativas por Amostra e
Unidade Amostral;
-identificagGo e remog&o de ASVs presentes nos
controles;
-identificagGo e remogdo de ASVs fora do
tamanho esperado para o marcador;
-remogdo de abd. relativa £ 0.001%;

Tabela refinada
de ASVs e OTUS
por amostra

Curadoria manual

Curadoria por especialistas .
da taxonomia

-artrépodes, aves, anfibios, peixes,
mamiferos e répteis;

-verificagGo manual de IDs 2 90%.

Tabela final
curada

Adequacgdo para depdsito no
SiBBr/GBIF

Formatagdo para
depdsito

-formatagdo de informagdes;

-renomeagGo de colunas;

-adi¢do de informagdes experimentais. [ Tobetas pora {
P P

Andlises ecolégicas
e estatisticas

vegan/stats/betapart/phyloseq

-diversidade a e [;

-ordenagdes;
-espécies indicadoras.

=

Resultados refinados e
interpretagdo cientifica
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Dados brutos

Dados de
sequenciamento

A identificacao molecular

Sequéncias
unicas
ASVs ou OTUS

Conhecimento
biologico

Analises ecologicas, e espaciais
combinando identificacdes e
metadados

consultoria

Referéncias

Sequéncias disponiveis
de espécies ja
caracterizadas
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A identificacao molecular CO%

consultoria

ASV& OTUs
Sequénciaguerepresentamadiversidadedaamostrg

Agrupamentogliferentes

ASVsAmpliconSequencinyariants
Hobtidas pelaremocéaode ruido dassequénciasrutas

Amostra Sequenciamento
® ';g: «®
|dentificacao
OTUsOperationalTaxonomidJnits taxonOmica por
[Hobtidas pelo agrupamentopor similaridadedassequénciadrutas comparac;éo com
Amostia ) Sequenaamento) - 77>, QTUs banco de referéncia
" : | e
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A 1dentificacao molecular ~CO%

consultoria

|dentificacaaaxondmica

Quantomaissemelhantemaisprecisa

b identificagcdoem nivelde espécie

Eventualmentechegaataxa menosderivados

o - A A
ldentificacOoesombaixasimilaridade ~6o%‘
Reino

r

hausénciade referénciasproximas 7
\ Filo

Y s
_ Ordem
-
~90%
' Género

v Espécie

Biodiversidade sub representada

Semelhanca ent
a ASV/OTU
e a referéncia

100%
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RESULTADC




Objetivo 1- Levantamento Intensivo da Biodiversidade

ASV OTUs |d taxondmica

Vertebrados 44.770 30.290 1.324

Invertebrados 12.389 10.039 2.445

21
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Objetivo 1- Levantamento Intensivo da Biodiversidade Mol

Vertebrados

Vertebrados

Invertebrados

Vertebrados

Invertebrado

ASV

14.461

Invertebrados 4. 123

13.822
3.445

16.487
4.821

OTUs

10.266

3.442

9.159

2.773

10.865

3.824

Id. Taxonbmica

502

808

354

616

468

1.021
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consultoria

Objetivo I- Levantamento Intensivo da Biodiversidade

HeDNA ampliou o conhecimento sobre a biodiversidade de
invertebrados e vertebrados no Vale do Paraiba do Sul e no Brasil!

Vertebrados:
Deteccaade espécielusivascompoucosregistrosparaa regiao(e.g. Oncapintada,ariranha)

Invertebrados:
Annelida Rotiferae Arachnidasemregistrosparao Valedo Paraibado Sul(Sibby;

Mollusca Insectae Crustaceaampliouo registrode taxa parao Valedo Paraibado Sul(SibB};
Hydravulgaris Troglarmadillosp., Aphiscitricidus Enchytraeudigeminuse Apameahelva: novoregistroparao Brasij




Objetivo 2 Espécies ameacadas e bioindicado a3

consultoria

A Uniaointernacionalpara Conservacaaa Natureza(lUCN

A lista vermelha Espécieameacadas

estabelecidaem 1964
O categorias
vertebrados e invertebrados
Ameacada
Em perlgo Quase amea(;ada N3o avaliada
Endangered Near Threatened Not Evaluated
Extinta Vulneravel Dados insuficientes
Extinct Vulnerable Data Deficient
Extinta na natureza
Extinct in the Wild Pouco preocupante
Least Concern

Em perigo critico »
Critically Endangered




Mamiferos
Espécie criticamente ameacada:

hY

Muriqui-do-sul Brachytelesrachnoide} areas de UESP
areas de UC, CI MG

Espécies em perigo
pequeno roedoiPhyllomydundi(SP);

tapiti (Sylvilagusrasiliensi,
ariranha Pteronura brasiliens)sCl- SP

Yyt + N5l RS SaidzR2
Sy i NB 2 aDNA: &pitheymuriqgd Sy 0 2 &
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Objetivo 2 Espécies ameacadas e bioindicado

Mamiferos
" Quase ameacadaNT
Yy ongapintada Pantheraoncg

Hhsegundo registro recente da espécie na regiao (SP e RJ).

Espécies vulneraveis:

anta (Tapirusterrestrig: SP

gueixada (ayassipecar): SP
bugioruivo (Alouattaguaribg: SP
tatu-canastra Priodontesmaximug: SP

<SS S

26
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Objetivo 2 Espécies ameacadas e bioindicado a3

consultoria

Aves
Maioria da Ordem dos“Passeriformes } . X g
M oO0FAE2 NAR&AO2 RS SEULeps@orgerl@z LJ2 dzO2 LINK2 O

Quase ameacadasdmazona farinos& Malacoptilastriatas
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Objetivo 2 Espécies ameacadas e bioindicado

PN

RépteisSquamadosCrocodilianose Testudines Q@D

Naodetectadono monitoramentoecossistémicp
Menor nimerode registros menorquantidadede eDNAliberadano ambiente
Baixaespecificidadelo conjuntode primersutilizados

1. LagartixaPhyllopezututzae
2. SerpenteBothropgararacae lagartoAspronemadorsivittatum relacionados ambientesflorestadosda Mata Atlantica

3. Cagadosle riachosda familiaChelidaePhrynopsilarii: Dadoslnsuficientes

consultoria




Objetivo 2 Espécies ameacadas e bioindicado

=
@)

0 Anuros =3
3 Naodetectadono monitoramentoecossistémico

3 Espéciesomdadosinsuficientes(DD)
Y Ischnocnemazecksohni

Y Phantasmaranapuana
Y Paratelmatobiugpoecilogaster

3 EspéciegluaseameacadagNT)
Y Scinaxtrapicheiroi - distribuicdorestrita

NI 3 A & Q deRign arffodtidll Y

M ! YFEA2NAI R2a
limitante para lagoas, pocas, corpos de agua temporarios e fitotelmos.

consultoria




AT W

. @
O Anuros =

3 Bioindicadoresle qualidadede ambientes
bfamiliascom modosreprodutivosassociadaa riachos
Yy Cycloramphida€Thorop3g,
Yy Hylodidae(CrossodactylydHylodese Phantasmarang

Hfamiliascom modosreprodutivosassociadogso folhico;
y* Brachycephalida@schnocnemg

Yy AlsodidagProceratophry}

y' Craugastorida¢éHaddadus

30
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Objetivo 2 Espécies ameacadas e bioindicado

_ T
Peixes(LO

Nao detectamos espécies vulneraveis;
Familias das orderGharaciforme® Siluriformes: boas indicadoras da
gualidade do habitatGasattie Castro 2006, Brej&st al.2013).

CHARACIFORMES
Yy Raspadores dperifiton das pedras em ambientes de corredeir@baraciformesfamilia
Parodontidae génerosApareiodore Parodon

y Se alimentam de insetos aquaticos em ambientes de corredérasuchidaegénero
Characidium

consultoria

UFRGS 7045

Characidium sp.

SILURIFORMES

Yy Vida entre as frestas das rochas: Siluriformes, famiili@gomycteridae | ol '
Heptapteridae
b- = & .
Yy Insetivoros aquaticos, ambientes de corredeiras pedregosas e muito oxigenadas: Trichomycterus sp.

TrichomycterugTrichomicteridaé;

Yy Raspadores dperifitonem ambientes de corredeir&oricariidae génerofPareiorhinae
Neoplecostomud_oricariinaeHarttia e Rineloricaria

31
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o Invertebrados

3 Na&ao detectamos espécies vulneraveis;

3 Ocorrénciade espéciesensiveis
Yy Ephemeroptera Plecoptera e Trichoptera (EPT)
diversidade de habitat aguas oxigenadas sem
contaminantesnemsedimentacaontensa




ECOk

Mol

consultoria
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Mol
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ECOk
Molé:
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Objetivo 2- Espeécies exodticas ou invasor Mol

Exo6ticalnvasoraou Exotica

- Invertebrados aquaticos invasord&rocambarusglarkiie

Melanoidesuberculatus e Corbiculgluminea;
- Invertebrados terrestres invasoreldrosophilaSophophorasuze

e Scaptodrosophiltatifasciaeformis

- Mamifero exoético invasgavaporco(Susscrofg; exotico domestico
gatos Feliscatug e cachorrosGanisfamiliaris) em areas Cl e UC;
- Aves exoticas domesticas (criacao em propriedades rurans)s

platyrhynchosAnseransere GallusGalluse Meleagrisgallopavp

- Anuro: espécie exotica invasor ra touro americahguarana

castesbeianpa
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Objetivo 2- Espécies exaticas ou invasor e

consultoria

Impacto potencial

-tanques de piscicultura: PintadBgeudoplatystomaorruscanse a Cachara
(PseudopltistomafasciatujnCarpasqyprinuscarpioe Hypophthalmichthys

nobilig e Tilapiagtoptodonsp. eOreochromisp.)

- aquarismo:Guppy(Poeciliareticulata), asMolinésias(PoeciliasphenopsP.
laptinae P. formosy osespadinhagXiphophoruxouchianusX.hellerii

X.maculatue X.variatug; Uaruamphichanthoide®

Chaetobranchopsisbitaeniatus
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Objetivo 2- Espécies bioindicadore oS

Amostras de agualifdSpecies)
Numero de espécies indicadoras de catltus de conservacgaompartilhadas ou nao

Areas preservadasUnidades de Conservacéo (UCs)

maior numero desspécies exclusivas
M ! S&aGNHzidzZN} R2 FYOASY(OS LINBSASNDI R2

Todos estados
Y A C

Minas Gerais Rio de Janeiro Sao Paulo

15 10
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Objetivo 2- Espécies bioindicadore oS

Amostras de agualifdSpecies)
Numero de espécies indicadoras de catltus de conservacgaompartilhadas ou nao

Areas preservadasUnidades de Conservacéo (UCs)

maior numero desspécies exclusivas
M ! S&aGNHzidzZN} R2 FYOASY(OS LINBSASNDI R2

Todos estados
Y A C

Minas Gerais Rio de Janeiro Sao Paulo

15 10
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o Necessidadede melhoria na diversidade de sequénciasdepositadasno banco de dados para melhor
entendimentoda biodiversidaddocalatravésdo e-DNA

1. Invertebradosidentificagdesacimade 99%de similaridadesntre asASVsdentificadase o bancode referéncia
(blast) foram poucofrequente

2. Vertebrados maioriadas identificacbegaxondmicasocorreuem um nivelacimade 95%de similaridadeentre
asASVgeradas o bancodereferéncia

3. IdentificacOesfrequentesna faixa entre 80% e 83% pequenosmamiferoscom poucarepresentatividadenos
bancosde dados “0



e-DNAcomo ferramenta
de avaliacao

Objetivo 4- Comparacoes entre tratamento

consultoria
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Objetivo 4- Comparacoes entre tratamento

Analises ecoldgicas preliminares

Comparar:
- Areas: com intervenc&o por PSA (Cl), sem intervenc&o por PSA (SI) e unidade de conservacdo (UC
referéncia)

- Estados: S&o Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ) e Minas Gerais (MG)

Parametros:
1) Indices de diversidade;
2) Taxons bioindicadores

3) Composicao da comunidade encontrada (vertebrados + invertebrados)

42



Conjunto amostral

NUmero de diferentes espécies encontradas por Class

para Status de conservacao:

Agua Solo
uc 1 I 22 I e
Cl - 493 452 Insecta Arthropoda
SI4 I cs0 =
Uuc- I o e
Cl - 110 60 Actinopteri Chordata
Si4 I 4
uc- I s H >
Cl = 170 61 Amphibia Chordata
Si- Il s M >
UC+ I 2 I
Cl 149 _ 219 Aves Chordata
Si4_ I o Il
uc+ Is | 2 Crocodylia/
Cl4 W 12 K Testudines/ Chordata
Si4 ls | K Lepidosauria
uc- I < I
Cl+ 9 9 Mammalia Chordata
Si4 I K
T T T T T T T T T T T T
Q N o N Q O O S o N
Q 9 D o AN S Q KN D o9 KN S

NUumero de taxa

0 Maior diversidade em Cls
3 congregam espécies de UCs e Sis.

3 diferentes graus de recuperagéo, diferentes nichos.

‘A& }
WA

-
TIN&R
e

- b“.
T A ¢
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30+

204

104

=

N&ao houve um padrao para
todos os taxons;

Insecta, Amphibia e
Mamiferos: maior em UC e

ero de taxa

, o

10+

Biangatis

g
¥ o

- - ECO

Diversidade Alfa Mol
Arthropoda Chordata Chordata Chordata Chordata
Insecta Actinopteri Amphibia Aves Mammalia

I M

ML

I,

by koM

e

Agua

l

* |

L, h

Solo

FEE S SRS

ﬁ:foq

00059000@ \)oo\cg\oc'o\e\ooo\cg\

PP Re

‘ )
RIS SN RO

\2\("\&\(’\&?’9}9}@:5:5:3
RO

WO eSS

F o>

Estado de coleta & status de conservacao

Status . Sl

CI.UC
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: . E
Diversidade Alfa r!fgff-

Arthropoda Chordata Chordata Chordata Chordata
Insecta Actinopteri Amphibia Aves Mammalia

| w 1] 1! |
“?* W *ij o ioeia® é Ei%é; éghéﬂéﬁ
l

30+

204
Agua

104

=

N&ao houve um padrao para %
todos os taxons; 8 o
Insecta, Amphibiae é
Mamiferos: maior em UC e SP

Aves: maior em CI | »
*éﬂ Hé* * bmituii B e * h +é*.¢¢" :

\x@"\x@\x@@@@ B PP RE PP PSR R R \x\(”\x@\x\(’@@@ ! P,
Lo s 0009000@00090009000600090009000c}000\ 0009000@3”..@

Estado de coleta & status de conservacao

Status . Sl Cl . uc

30+
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: . E
Diversidade Alfa r!Jfgff-

Arthropoda Chordata Chordata Chordata Chordata
Insecta Actinopteri Amphibia Aves Mammalia

S | ‘l 11 AR |
“?M *é-*mi%* o caonia ", H-’é# éghéﬂéﬁ

30+

204

Agua

=

104

N&ao houve um padrao para
todos os taxons;

Insecta, Amphibia e
Mamiferos: maior em UC e
Aves: maior em CI

ero de taxa

, o

Peleels Actinopterygii: maior ° # *i * * h Solo
0*%“ Hé“ buituii 6. .._ﬁ_, ‘*é*-é*f .

PEIPLLLERR PP LRSS FPPIReRSER \x\(”\x@\x\(’@@@ ! P,
00@@0009000@ 00@@0009000@\00@:5&09&0%\)00\ 0009000\@ ¥ o

Estado de coleta & status de conservacao

Status . Sl : Cl . uc
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Maior diversidade de Shannon
UCCISI: Riadgua; SPsolo

Indices de Diversidade

Valor

Agua
Shannon
34 !:o ‘
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