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Desde a década de 1980 a legislagao brasileira tenta criar mecanismos para
reconhecer e evitar riscos a biodiversidade. Agéncias ambientais como o Ibama
exigem estudos de impacto ambiental como condicionante para conceder licengas
de instalacdo e operacdo a empreendimentos que representem risco a fauna e a
flora. A metodologia usada hoje para elaborar inventarios da biodiversidade em
estudos de impacto ambiental é a taxonomia morfoldgica, baseada na identificagéo
de espécies por caracteristicas fisicas.

Este estudo teve como objetivo avaliar a aplicabilidade de DNA ambiental
(“eDNA”) e suas ferramentas acessorias no processo de licenciamento ambiental em
comparagao a taxonomia morfolégica, com foco em ambientes aquaticos.

O eDNA é o conjunto de fragmentos de material genético de diferentes
espécies, presentes no ambiente de forma livre. Essa tecnologia usa amostras de
agua ou sedimento ao invés da coleta de espécimes, identificando espécies
presentes através de sequéncias de marcadores genéticos especificos para cada
uma. Esse método é auxiliado pela existéncia de bancos de dados publicos, como o
Barcode of Life Database, onde sdo depositadas as sequéncias obtidas pela
comunidade cientifica, e sistemas para estruturacdo de informagdes sobre as
mesmas.

Atualmente existem empresas oferecendo inventarios de biodiversidade por
eDNA de forma comercial no mundo, enquanto outras desenvolvem pesquisas
financiadas pelo setor publico ou privado para o estudo de eDNA como ferramenta
para caracterizar a biodiversidade, buscando sanar as limitacbes técnicas
existentes.

No Brasil, as regulamentacdes existentes ndo estimulam o uso de alternativas
a taxonomia tradicional, enquanto normativas estrangeiras, sancionadas por érgaos
governamentais, descrevem formas de usar a tecnologia de eDNA para estudo da
fauna e flora. O uso dessas normativas como referéncia poderia possibilitar a
elaboragcdo de uma versao brasileira, formando a base legal para a utilizagdo ampla
do eDNA como ferramenta para o licenciamento ambiental, enquanto a taxonomia
tradicional continuaria sendo necessaria para a descoberta e descricdo de novas
espécies.
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1. Introducao

Estudos de Impacto Ambiental (EIAs) sdo uma exigéncia legal para o
processo de licenciamento de empreendimentos em diversos ramos, como a
construcdo de oleodutos e gasodutos, extracdo de combustivel féssil e usinas de
geracgéao de eletricidade, dentre outros (Resolugdo Conama n. 001, de 23 de janeiro
de 1986). Orgdos ambientais como Conama e Ibama entendem que
empreendimentos com potencial risco de impacto ambiental a sua regido, devido as
atividades exercidas pelos mesmos, devem apresentar estudos de impacto para
obtencdo do devido licenciamento. Uma parte primordial desses estudos € o
diagndstico ambiental, que engloba a identificacdo da fauna e flora locais. Essas
obrigacbes devem ser cumpridas por métodos reconhecidos e seus resultados,
validados pelos 6rgaos competentes. No entanto, o esfor¢o necessario e limitagdes
técnicas existentes vém prejudicando a qualidade desse trabalho e o resultado de
licenciamentos.

Para o estudo da biodiversidade do local de interesse, a abordagem utilizada
tradicionalmente é a taxonomia morfoldgica, onde os espécimes sao coletados ou
fotografados para identificar as espécies por caracteristicas fisicas (Decreto n°
4.339, de 22 de agosto de 2002). Essa metodologia apresenta limitacbes que
impactam a qualidade e velocidade de realizagao de estudos, como uma alta taxa de
erro humano, dificuldades na deteccao desses erros e a necessidade de captura de
espécimes para que seja feita a identificacdo (HAASE et al., 2010). Como
alternativa, este trabalho propde o uso de analises de environmental DNA (eDNA) ou
DNA ambiental em portugués, que consiste em identificar as espécies a partir do
conjunto de fragmentos de material genético que seres vivos deixam no ambiente
por onde passaram.

Por sua atuagao no mar, empresas petroleiras sao potenciais interessadas da
tecnologia do eDNA e serdo utilizadas ao longo deste trabalho para ilustrar
oportunidades e limitagdes dessa tecnologia. Ja houve casos no Brasil em que
licengas ambientais foram negadas devido a levantamentos da biodiversidade
incompletos (Ibama, 2018). O eDNA pode se apresentar como uma tecnologia
alternativa para auxiliar na obtengao de licengas para esse segmento.

Neste trabalho, serdo apresentadas as bases do licenciamento ambiental,
mais especificamente ao que diz respeito a identificacdo e monitoramento da fauna
aquatica em regides de interesse e o estudo de impacto ambiental para
empreendimentos nesse ambiente. Serao abordados o método utilizado atualmente
para se obter inventarios da biodiversidade aquatica, as metodologias de eDNA mais
relevantes atualmente, o mercado mundial existente, limitacbes e desafios da
utilizacdo dessa tecnologia e regulamentagdes ja existentes em outros paises, que
podem ser utilizadas como embasamento para estabelecer uma diretiva brasileira.
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2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Avaliar a aplicabilidade do DNA ambiental no estabelecimento de inventarios
da biodiversidade aquatica e monitoramento de espécies para fins de licenciamento
ambiental.

2.1.1 Objetivos especificos

e Comparar o eDNA a taxonomia morfologica tradicional quanto a sua
aplicacdo no estudo da biodiversidade, definindo seus principios
metodoldgicos e limitagdes.

e Definir ferramentas acessorias necessarias a aplicagao da tecnologia de DNA
ambiental.

e Explorar o mercado mundial de servigos de eDNA, incluindo a elaboragao de
inventarios da biodiversidade.

e Identificar impasses regulatérios para uso do eDNA em estudos de impacto
ambiental no Brasil.
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3. Revisao bibliografica

3.1 Monitoramento da biodiversidade: historico e
caracteristicas

Em 1986, a legislagcdo brasileira ja apresentava uma preocupagdo com a
biodiversidade e possiveis efeitos negativos que um desenvolvimento industrial
desregulamentado poderia causar. Na resolugdo Conama n° 1 de 24 de janeiro de
1986, o artigo 6° estabelece exigéncias para estudos de impacto ambientais (EIAS),
que deveriam desenvolver diagnodsticos ambientais, na area de influéncia de um
dado empreendimento em processo de licenciamento, do seu meio fisico (recursos
minerais, topografia, corpos d’agua, regime hidrologico, etc.), do seu meio
sécio-econdmico (uso e ocupagao do solo, uso da agua e atividades econdmicas da
sociedade local) e do meio biolégico, solicitando um estudo sobre a fauna e a flora.
Esse diagndstico do meio bioldgico precisaria, segundo a resolugéo, trazer atengao
especial as espécies indicadoras da qualidade ambiental, de valor cientifico e
econbémico, raras e ameagadas de extingdo. Nesta mesma legislagdo era
estabelecida a obrigatoriedade de elaborar programas de monitoramento para estes
possiveis impactos.

Em 1990, o Decreto n° 99.274 regulamenta a execugéo da Politica Nacional
do Meio Ambiente, estabelecendo o papel do poder publico no cumprimento de
diversas diretrizes para protecdo ambiental. Nela, coube ao Poder Publico a
fiscalizacdo permanente de recursos ambientais, conciliando desenvolvimento
econdmico, o resguardo do meio ambiente e do equilibrio ecologico.

Em 2002, o Decreto n° 4.339 da inicio a implementacédo da Politica Nacional
da Biodiversidade. Sao principios regentes dessa politica: o valor intrinseco da
diversidade bioldgica, independente do valor atual ou potencial para o homem, o
direito de uma nacgao de explorar seus recursos, seguindo sua politica de meio
ambiente e desenvolvimento, sendo responsavel pela conservagcdo dos mesmos, o
carater essencial da manutencdo da biodiversidade, dentre outros. O primeiro
componente da Politica Nacional da Biodiversidade listado € o conhecimento da
biodiversidade, para a geracdo de informagdes que possibilitem o conhecimento
sobre a fauna do pais, a producdo de inventarios, a realizacdo de pesquisas
ecologicas e a realizagdo de pesquisas sobre conhecimentos tradicionais. Além
deste, outro componente € o monitoramento, avaliagdo, prevencao e mitigagao de
impactos sobre a diversidade, tendo como objetivo o aprimoramento de sistemas de
monitoramento e acompanhamento de impactos sobre a biodiversidade.

Assim, o Brasil apresenta um historico de preocupagao com o conhecimento
e preservagao da fauna nativa.

Almeida (2017) publicou um estudo sobre problemas existentes em EIAs na
percepcao de analistas ambientais do Ibama. Nesse estudo, 53 analistas relataram
suas experiéncias na avaliagdo de EIAs, indicando que uma das areas mais
deficitarias desses estudos é o diagnostico ambiental. Uma preocupacao especifica
sobre esse ponto € levantada quando o autor descreve o diagnostico ambiental
como uma etapa primordial para estruturar as etapas subsequentes de um EIA, logo,
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insuficiéncias nesta etapa terdo efeito direto sobre as outras. A segunda area
apontada como mais problematica foi a analise do impacto ambiental em si, dentro
da qual foram apontados problemas como deficiéncias na previsao e avaliagao de
impactos, ma avaliacdo e minimizagao destes.

Atualmente, a amostragem de espécies que compdem a fauna aquatica de
um dado ambiente é realizada por diferentes técnicas, como o uso de diferentes
artes de pesca, e.g., redes de arrasto, puga e pesca elétrica. Por enquanto, o unico
método de identificagdo destas espécies, embasado pela legislagédo brasileira, é a
taxonomia morfologica tradicional (Decreto n® 4.339, de 22 de agosto de 2002).
Nessa metodologia, sdo empregados profissionais especializados na identificagao
de grupos taxondmicos especificos para analisar amostras coletadas no campo,
sejam de organismos inteiros ou através de fotos, para classificar os espécimes
encontrados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas (numero de patas,
presenca € numero de antenas, cor, estrutura corporal, etc.). No entanto, varios dos
atributos utilizados para diferenciagcao de espécies s se apresentam claramente em
animais adultos. Outro fator desafiador é a escassez de taxonomistas capacitados
para realizar a identificacdo precisa, de forma que o processo se torna demorado e
atrasa o procedimento legal de licenciamento de um empreendimento. Um
agravante para espécies raras, endémicas ou ameagadas de extingdo é que esse
método necessita da captura de espécimes para identificagao e, pela Lei n° 11.794,
todo animal utilizado em atividades de pesquisa devera ser submetido a eutanasia.

Em estudos ambientais também existem limitacées de esforgco de uma equipe
de pesquisa, da técnica de amostragem para a obteng¢do de individuos e da sua
possivel raridade ou dificuldade inerente de captura.

Um fator agravante do uso da taxonomia tradicional € a possibilidade sempre
presente de erro humano. Em 2000, a Unido Europeia implementou a European
Union Water Framework Directive (EUWFD), tornando obrigatério que todo corpo
d'agua superficial seja monitorado e manejado de forma a obter o status “saudavel”
de acordo com parametros estruturais, quimicos e bidticos. Nesse ambito, a
metodologia para definir o parametro bidtico da biodiversidade presente foi o
monitoramento de macroinvertebrados bénticos, animais da macrofauna que vivem
associados ao substrato. Ao auditar amostras do monitoramento quanto a
ordenacdo e identificacdo de espécies em ambiente laboratorial, Haase e seus
colaboradores (2010) concluiram que cerca de 33,3% de todos os espécimes e 20%
de todos os taxons presentes ndo foram isolados por analistas credenciados.

No estudo de Haase (2010), dentre as espécies isoladas para a auditoria de
identificacdo, o numero de taxons registrados teve uma diferenca de 33,8% entre os
analistas credenciados e a equipe de auditoria. Foi teorizado que diferencas na
identificacdo poderiam ter sido causadas por niveis variados de atencao a detalhes
entre analistas, déficits em conhecimento taxonémico e até a uma nogao
subconsciente da diferenca de dificuldade entre diferentes familias e ordens,
levando os analistas a dedicarem menos atencdo a taxons “mais faceis” de
identificar. Outras circunstancias que dificultam a obtencdo de informagdes mais
detalhadas pela taxonomia tradicional sdo o pequeno tamanho das espécies,
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recursos limitados (i.e. tamanho e quantidade de amostras), espécimes danificados
e existéncia de morfotipos, variagdes de caracteristicas fenotipicas numa dada
populacéao.

Como exemplo do risco gerado por um inventario da biodiversidade
incompleto, tanto para a biodiversidade quanto para empreendimentos, o Ibama
negou em 2018 a licenca ambiental requerida pela Total, empresa de exploracédo de
petroleo atuante no Brasil, para a exploragcdo de cinco blocos na Foz do Amazonas
(Ibama, 2018). A preocupacao do Ibama se da pela detecg¢ao de recifes de corais na
regido, identificados apos a submissdo dos estudos de impacto e que seriam
colocados em risco pela exploragdo (DE MAHIQUES et al., 2019). Em setembro de
2020, a Total anunciou ter chegado a um acordo para encerrar a sua participagao
nessa iniciativa (Total, 2020).

Pode-se estimar o valor dos barris de petrdleo que deixaram de ser
produzidos pela Total na Foz do Amazonas em apenas um ano de atraso da fase de
exploracao. Acredita-se que os blocos de exploragdo na Foz do Amazonas tenham
potencial para produgdo de 15 bilhdes de barris de petroleo e caracteristicas
semelhantes as do Campo de Jubileu, em Gana (Valor Econdémico, 2016). A
producdo diaria do Campo de Jubileu € de 84.700 barris de 6leo, em média
(DONKOR, 2020). Considerando um ano comercial de 360 dias, utilizando o preco
médio do barril de petréleo Brent em 2013 (ano do leildo onde os direitos de
exploragdo foram adquiridos) de US$ 107,96 (O Globo, 2013) e uma producgdo diaria
média de 84.700 barris, a receita perdida pela empresa foi de cerca de US$ 3,29
bilhdes por ano.

Em outro caso, a BG Energy Holdings investiu aproximadamente R$ 525
milhdes, em 2013, para obter o direito de exploracdo de nove blocos na bacia de
Barreirinhas, localizada numa por¢do da margem equatorial préxima ao estado do
Maranhdo. No entanto, até agosto de 2017, nenhum dos blocos licitados desde a 11°
rodada de leildes da ANP em 2013, incluindo os arrematados pela BG e pela Total,
receberam o aval do Ibama para serem explorados (Valor, 2017).

3.2 DNA ambiental

O DNA ambiental, ou eDNA, é o conjunto de fragmentos de material genético,
intra ou extracelular, de diferentes espécies presentes no ambiente de forma livre,
derivados de fragmentos de pele, muco, dejetos, pelos, dentre outros materiais
bioldgicos (HARPER et al., 2018). Assim, eDNA esta presente no solo, na agua e no
ar. Ao ser extraido de amostras ambientais, o eDNA pode ser amplificado por PCR
(reagdo em cadeia da polimerase) e sequenciado. Apds o sequenciamento, as
sequéncias sdo comparadas com as presentes em bancos de dados para
identificacao.

Pela sua importancia, a aplicacdo de PCR sera explicada em mais detalhes
posteriormente.

Na agua, o eDNA se comporta de forma analoga ao material particulado em
suspensao (WILCOX et al., 2016), podendo ser retido em sedimentos ou ser
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carregado pela correnteza para longe da sua fonte. Dessa forma, a abordagem por
DNA ambiental contorna uma das maiores limitagbes da metodologia de inventario
atual: ndo ha necessidade de se capturar um individuo, logo ndo é necessario
causar estresse ou sacrificar o espécime para obtencao de material genético.

A identificagao de espécies por eDNA também tem um custo-beneficio melhor
em situacdes onde a densidade populacional é baixa, seja pela area de estudo (e.g.
mar aberto) ou pela populagéo reduzida de uma espécie de interesse (SHELTON et
al., 2019; Canadian Standards Association, 2019). Adicionalmente, o risco de erros
de falso negativo é diminuido pela sensibilidade da etapa de PCR presente no fluxo
de trabalho de DNA ambiental (PILLIOD et al., 2014).

A analise de eDNA, por sua vez, tem potencial ainda para elucidar a presenca
de espécies pequenas, raras ou elusivas (JACKSON et al., 2014).

3.2.1 Amostragem em campo

Em 2018, como parte do projeto Capacity Building at InBIO for Research and
Innovation Using Environmental Metagenomics, financiado pelo programa Horizon
2020 da Unido Europeia, Egeter e seus colaboradores publicaram protocolos
detalhados para a amostragem de agua com foco na extracdo de eDNA. Esses
protocolos representam os métodos mais utilizados em pesquisas cientificas dessa
area e serao descritos aqui para elucidar os aspectos operacionais da coleta de
amostras.

3.2.1.1 Filtragao

O método mais utilizado nas pesquisas de campo, a filtracdo consiste em
coletar um volume definido de agua e filtra-lo por uma membrana que sera
preservada e utilizada posteriormente para extracdo de DNA (figura 3.1). Os
equipamentos utilizados no campo precisam estar livres de material genético
contaminante, podendo ser descontaminados com solug¢des diluidas de hipoclorito
de sodio entre amostras, degradando resquicios de DNA que possam estar
presentes, ou serem materiais descartaveis de uso unico.

As membranas comumente utilizadas tem um tamanho de poro variando
entre 0,22 ym e 1,50 ym (KUMAR; EBLE; GAITHER, 2020). Dependendo das
condicbes do ambiente que estad sendo estudado, como concentracdo de material
particulado e matéria organica, pode-se escolher entre usar um filtro com poro
menor e filtrar um volume menor, visando reter todo o DNA presente nessa amostra,
ou optar por um poro maior e a filtragdo de volumes maiores. Na segunda
alternativa, o DNA da amostra nao seria esgotado por completo, mas o volume
maior compensaria as perdas e possibilitaria uma operagao sem complicacbes com
entupimento.

Para fins de preservacgao, pode-se utilizar solugbes tampéo que retardem a
degradacdo de DNA em temperatura ambiente como, por exemplo, a solugéo
Longmire (KUMAR; EBLE; GAITHER, 2020). Isso é feito deixando a membrana
submersa na solucéo.
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FIGURA 3.1 — CONJUNTO DE EQUIPAMENTOS PARA FILTRACAO DE AMOSTRAS EM CAMPO
1)Funil de filtragcdo; 2)Mangueira de silicone; 3)Motor para bomba peristaltica; 4)Cabecote para
bomba peristaltica; 5)Frasco para coleta de filirado
PR = b Rl -

Fonte: Laramie et al., 2012

Apos a filtracdo, as membranas utilizadas devem ser embaladas
individualmente (figura 3.2) para transporte em frascos livres de contaminantes.

FIGURA 3.2 — ACONDICIONAMENTO DA MEMBRANA UTILIZADA PARA RETENGAO DE
eDNA

Fonte: Adaptado de Laramie et al., 2012

Como alternativa a funis de filtragdo, existem os filtros Sterivex
(Merck-Millipore, figura 3.3). Sterivex sao filtros de uso unico, vendidos em
embalagens individuais, estéreis, que capturam o DNA filtrado da &agua na
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membrana interior. Eles podem ser utilizados com um sistema de bomba peristaltica
semelhante ao mostrado anteriormente ou com a utilizagdo de uma seringa para
forcar a passagem da agua pela membrana (figura 3.4). Filtros Sterivex também
diminuem o risco de contaminagdo da amostra apos sua coleta, visto que a
membrana em que o DNA fica retido é contida na capsula até precisar ser
manipulada em laboratdrio.

FIGURA 3.3 — DOIS MODELOS DE FILTRO STERIVEX

Fonte: Merck-Millipore

FIGURA 3.4 — FILTRAGAO DE AMOSTRA DE AGUA POR FILTRO STERIVEX COM
AUXILIO DE SERINGA

Fonte: o autor (2020).

Para a coleta de amostras préximo a superficie, uma amostragem manual
com a utilizagdo de garrafas apropriadamente descontaminadas pode ser utilizada.
Para amostragens em profundidade, uma alternativa é a utilizagcado de garrafas de
Van Dorn ou semelhantes (figura 3.5). Estes aparatos sdo submersos abertos €, ao
chegarem a profundidade desejada, sdo fechados com o uso de um peso e um
sistema de acionamento por molas. Com uma garrafa de Van Dorn é possivel isolar
amostras de profundidades especificas e trazé-las a superficie para filtragao.
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FIGURA 3.5 - AMOSTRAGEM COM GARRAFA DE VAN DORN

Fonte: O autor (2020)

3.3 Metabarcoding

De forma geral, as duas abordagens de biologia molecular utilizadas para a
analise de eDNA sdo o metabarcoding e o qPCR, ou PCR quantitativo em tempo
real (HARPER et al., 2018). No entanto, a qPCR é uma abordagem mais direcionada
a deteccdo de uma unica espécie, sendo inadequada para um levantamento amplo
de espécies numa regido. Para inventarios da biodiversidade, a metodologia de
metabarcoding demonstra ser a ferramenta mais apropriada.

Stein et al. (2014) define barcoding como uma metodologia de identificagao
de espécies em diferentes niveis taxondmicos baseado em pequenas sequéncias de
DNA de um locus (porcao especifica do genoma) padronizado. As sequéncias
desses marcadores genéticos sao obtidas de exemplares das espécies de interesse,
de forma a criar um banco de dados de referéncia, com as sequéncias
caracteristicas de cada espécie aliadas a sua identificacdo taxonbmica O
metabarcoding € a aplicagdo da metodologia de barcoding focada em amostras
ambientais de composi¢cao desconhecida.

Para a analise de metabarcoding sao coletadas as amostras ambientais, tais
como agua ou solo, das quais o eDNA sera extraido. Apds a extragdo do DNA
presente nessas amostras, o marcador genético alvo € amplificado, sendo copiado
varias vezes ao longo da reacdo de PCR, utilizando primers universais (BREED et
al., 2019), pequenas sequéncias de DNA em fita unica, desenhadas e sintetizadas
para se hibridizarem a regido alvo do DNA. Essa sequéncia amplificada é entédo
chamada de amplicon e suas sequéncias sdo comparadas as sequéncias de
referéncia, cuja espécie de origem € conhecida (figura 3.6). Para casos em que nao
existem sequéncias correspondentes, o DNA obtido do ambiente é atribuido a uma
unidade taxondmica operacional (“UTQ”) e identificado até o taxon mais préximo da
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espécie possivel. UTOs podem entdo ser reanalisadas no futuro a luz de novos
dados, numa espécie de amostragem retroativa.

FIGURA 3.6 — ETAPAS DO DESENVOLVIMENTO DO METABARCODING
1)Seleg¢do de um marcador genético para estudo; 2)Construcao de banco de dados de referéncia;
3)Extragédo e amplificagdo de DNA de amostras ambientais; 4)Sele¢cao da tecnologia de
sequenciamento adequada; 5) Sequenciamento do DNA obtido; 6)Bioinformatica para comparagéo de
sequéncias encontradas com bancos de dados disponiveis.
Passo 1. Selecionar marcador apropriado para barcode de DNA

0_ genoma

mitocondrial ———— |HN H ¥ IR 600 bp
K )
col A —} T ] 120 bp

v it
L Sl

Passo 3. Extracdo de DNA e amplificagdo

Marcadores

Sequenciamento Sanger (ABI) Sequenciamento de Préxima Geragdo ("NGS", lon Torrent)

Passo 6. Andlise por bicinformatica
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Fonte: Adaptado de Haarsma, Siepel e Gravendee, 2016
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Atualmente, o gene mitocondrial da subunidade | da citocromo oxidase c
(“COI"Y € um dos mais utilizados para identificacdo de espécies e, devido a
importancia atribuida a ele, foi criado o Barcode of Life Data Systems (“BOLD”,
RATNASINGHAM; HEBERT, 2007), um banco de dados publico dedicado
principalmente a sequéncias de COI. Esse gene foi apelidado de “cddigo de barras
da vida” devido a sua variabilidade entre espécies e, ao mesmo tempo, consisténcia
dentro de uma mesma espécie, permitindo uma identificacdo de individuos e
diferenciagao entre espécies de forma confiavel.

Diferentes pesquisas sugerem que, para uma caracterizagdo completa da
fauna, utilizar apenas um marcador genético pode ser insuficiente. Enquanto o COI é
aceito como um marcador universal, o RNAs ribossomais mitocondriais 16S e 12S
podem ser utilizados para obter resultados complementares e aumentar o nivel de
confiabilidade (CAWTHORN; STEINMAN; WITTHUHN, 2012).

3.4 Recursos adicionais para o uso do eDNA

3.4.1 Bancos de dados de marcadores genéticos

O BOLD é uma plataforma criada para centralizar informacgdes pertinentes ao
barcoding de DNA e ao gene COIl. O esforgo para a construgdo desse banco de
dados teve inicio em 2004 com o Consortium for the Barcode of Life (“CBOL"), que
se expandiu ao longo dos anos com o objetivo de construir uma biblioteca de
barcodes para todas as formas de vida eucariontes.

Parte do trabalho realizado dentro do BOLD é voltado para o reforco de
padrées de qualidade para as sequéncias depositadas. Em parceria com o NCBI
(National Center for Biotechnology Information), que mantém o GenBank, outro
banco de dados publico para sequéncias de genes, e o GBIF (Global Biodiversity
Information Facility), com informagdes diversas sobre taxonomia e ocorréncia de
espécies, foram estabelecidas diretrizes para que sequéncias depositadas tenham o
status de barcode: serem derivadas de uma unica regiao, atenderam a padrbes de
qualidade especificos e terem sido obtidas de espécimes cuja identificagao
taxonbmica possa ser revisada, isto €, existe um espécime preservado em uma
colecdo bioldgica reconhecida. Esse ultimo ponto faz parte da caracterizagdo de um
espécime amostral como “espécime voucher”, um individuo de referéncia cuja
classificagao taxonémica foi realizada por um profissional qualificado.

Para serem considerados barcodes, os registros depositados precisam
apresentar, pelo menos, o nome da espécie, o numero de catalogo e colegdo onde o
especime voucher esta preservado, o nome, data e coordenadas do local de coleta,
nome do responsavel pela identificacdo da espécie, uma sequéncia de pelo menos
500 bp do gene COlI, os primers utilizados para gerar o amplicon referente ao gene e
quaisquer arquivos auxiliares a sua identificagao.

Além do BOLD, existem outros bancos de dados que armazenam sequéncias
genéticas, como o INSDC (International Nucleotide Sequence Database
Collaboration, COCHRANE et a., 2016) que agrupa o GenBank, pertencente ao
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NCBI, o ENA (European Nucleotide Archive, LEINONEN et al., 2011) e o DDBJ
Center (DNA Data Bank of Japan, MASHIMA et al., 2017).

3.4.2 MIMARKS

Em 2011, Yilmaz e colaboradores publicaram o padrao MIMARKS (Minimum
information about a marker gene sequence), uma lista de informagdes minimas que
devem ser reportadas de acordo com o GSC (Genomic Standards Consortium) para
reportar sequéncias genéticas de marcadores moleculares no meio cientifico.

Foi notado que muitas vezes as informacgdes depositadas em bancos de
dados com as sequéncias de genes ndao eram adequadas para possibilitar uma
busca eficiente nesses bancos. A falta de informagdes ocorre por nao existir um
consenso de exigéncias entre diferentes bancos de dados. Existiu anteriormente o
padrao MIGS (minimum information about a genome sequence) e MIMS (minimum
information about metagenome sequence). O MIMARKS foi desenvolvido como um
aprimoramento desses dois sistemas, incluindo informacbes, observagdes e
medicdes dos habitats onde amostras foram coletadas e descricbes padronizadas
de aspectos ambientais para gerar informag¢des mais consistentes.

A lista de verificagcdo para registro de sequéncias, estendida pelo MIMARKS,
compreende o0s seguintes aspectos:
Tabela 3.1: Lista de verificagédo para registro de sequéncias segundo o MIMARKS

Investigativos A sequéncia foi submetida ao International Nucleotide
Sequence Database Collaboration?

O registro se refere a um espécime ou a um levantamento
Qual o nome do projeto em que a sequéncia existe

Ambientais Latitude e longitude do local de coleta
Profundidade

Elevacao

Pais, regidao ou mar

Data

Bioma

Tipo de local (porto, lago, rio, etc.)
Material coletado

Pacotes A amostra veio do ar, agua, estava associada a outro
ambientais organismo, biofilme, sedimento, esgoto, etc.
Sequéncia de Referéncia a publicacdo em revista cientifica

nucleotideos

Sequenciamento |Gene ou regiao de gene sequenciado

Meétodo de sequenciamento
Fonte: Adaptado de Yilmaz et al. (2011)
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3.5 A viabilidade de analise de DNA em larga escala

Em 2019, Breed e colaboradores fizeram uma revisao bibliografica sobre o
potencial da genbmica como ferramenta para restaurar ecossistemas e a
biodiversidade, tanto terrestre quanto aquatica. Um dos fatores identificados para a
oportunidade que ferramentas gendmicas apresentam foi o seu barateamento ao
longo dos anos. O National Human Genome Research Institute (NHGRI) mantém um
histérico dos custos médios para sequenciamento de DNA e sua evolugdo ao longo
dos anos e os disponibiliza para uso académico. Segundo dados do NHGRI, o custo
por genoma humano sequenciado, em valores aproximados, caiu de US$ 100 Bi, em
2000, para US$ 1000,00 em 2020. Em uma medida mais generalista, o custo de
sequenciamento de 1 Megabase (Mb), ou seja, 1 milhdo de pares de bases, com
uma probabilidade de erro de 1%, é US$ 0,01 atualmente, frente a US$ 10.000,00
ha 21 anos atras (figura 3.7). Parte disso se deve a avangos nas tecnologias
utilizadas para sequenciamento. Hoje, a principal metodologia utilizada para
sequenciamento de grandes volumes de DNA é o sequenciamento de proxima
geracdo ou NGS (Next Generation Sequencing) em plataformas comerciais como
lllumina, uma empresa que desenvolve e vende sequenciadores.

A queda de custo apresentada no grafico entre 2007 e 2008 marca uma
transicéo de tecnologias, da metodologia de sequenciamento Sanger, para a NGS.

FIGURA 3.7 — EVOLUCAO DO CUSTO DE SEQUENCIAMENTO POR MEGABASE DE DNAAO
LONGO DOS ANOS
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Fonte: Adaptado de Watterstrand, 2020
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4. O mercado de eDNA

Através de buscas nas plataformas Crunchbase e ResearchGate, foi possivel
levantar um numero de empresas internacionais oferecendo comercialmente a
analise de eDNA como servigo para gerar conhecimento sobre a biodiversidade.
Delas, uma porcao significativa é atrelada a centros de pesquisa e universidades
(tabela 4.1). Isso fornece indicios de uma necessidade e perspectiva para essa
ferramenta atualmente: a proximidade a pesquisadores, acompanhando e
desenvolvendo a tecnologia para sanar questdes técnicas e aprimorar metodologias.
Atualmente, ha um maior numero de empresas oferecendo servicos de DNA
ambiental no Reino Unido, Estados Unidos, Canada e Australia (figura 4.1). Dentre
as empresas que oferecem servicos de eDNA, destacou-se as que oferecem
explicitamente o servigo de levantamento da biodiversidade por eDNA.

Tabela 4.1 — Empresas oferecendo servigos de eDNA

(continua)
Comercializa -
, . T Inicio de
Empresa levantamento da Pais Parcerias significativas .
. . atividades
biodiversidade?
Advanced
Identification Nao Alemanha N/A 2016
Methods
Center for Tropical Water and
Tropwater Nao Australia Aquatic Ecosystem Research, N/A
Universidade James Cook
EnviroDNA Sim Australia N/A 2011
eDNA Frontiers Nao Australia Universidade de Curtin N/A
Sinsoma Sim Austria Universidade de Innsbruck N/A
E-biom Nao Bélgica Universidade de Namur N/A
Blo Bureal.! N30 Brasil Universidade FeQeraI do Rio de 2009
Biotecnologia Janeiro
EcoMol Escola Superior de Agricultura Luiz
. Nao Brasil de Queiroz - Universidade de Sao 2012
Consultoria
Paulo
.Pre0|.3|orl1 Sim Canada Universidade de Guelph 2016
Biomonitoring
. . Centre for Environmental
eDNAtec Sim Canada Genomics Applications (CEGA) N/A
Bureau Veritas Nao Canada N/A 1828
Laboratories
EcoHydros Sim Espanha N/A 2009

Fonte: elaborada pelo autor
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Tabela 4.1 — Empresas oferecendo servigos de eDNA

(conclusao)

Comercializa

Empresa levantamento da Pais Parcerias significativas |I’l'll(-)IO de
- ) atividades
biodiversidade?
Genidags Nao Estados Unidos Cramer Fish Sciences 2009
Jonah Ventures Nao Estados Unidos N/A 2013
Battelle Sim Estados Unidos N/A 1929
Pisces Sim Estados Unidos N/A N/A
Molecular
Microbia NZo Franca N/A 2013
Environment
. Universidade Savoie Mont
Spygen Sim Franca Blanc 2011
Argaly Nao Franca N/A 2017
Stab Vida Nao Portugal N/A 2001
Adas Nao Reino Unido N/A 1971
AppI|eFi Sim Reino Unido Brixham Environmental 2014
Genomics Laboratory
Nature Metrics Sim Reino Unido N/A 2014
Fera Science Nao Reino Unido N/A 1914
Noahgene Sim Reino Unido N/A N/A
Crestwood NZo Reino Unido N/A 1994
Environmental
eDNA Sim Suécia N/A 2016
Solutions
. ~ . Norwegian Institute of Water
AquaBiota Nao Suécia Research (NIVA) 2006
ID-Gene Sim Suica Universidade de Genebra 2014

Fonte: elaborada pelo autor
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FIGURA 4.1 — DISTRIBUICAO MUNDIAL DE EMPRESAS TRABALHANDO COM eDNA, EM
PORCENTAGEM

Distribuicao mundial de empresas

Suica Alemanha
éﬁéda Ausfrélia
Austria

Reino Unido BeTglca
érésil

Canada

Portugal 10.0%
3.3% Espanha
Franca 3,3%

Pais

3 3/

Estados Ur\{idos

Fonte: o autor (2021)

Dentre as empresas que nao oferecem comercialmente o servigco de
inventario da biodiversidade estdo as que realizam servicos de extracao,
sequenciamento e amplificagcdo focado em eDNA e outras que desenvolvem e
comercializam kits comerciais para amostragem e processamento de amostras no
campo e no laboratério. Um terceiro caso, onde se incluem as brasileiras Bio Bureau
e EcoMol, é a atuacdo como CROs (Contract Research Organizations), empresas
que focam no desenvolvimento de projetos de pesquisa alinhados aos interesses
dos seus clientes, moldando seus projetos a necessidade e orgamento da empresa
contratante.

Algumas empresas encontradas podem chamar atengao pelo ano de inicio de
atividades. Empresas como a Bureau Veritas, Battelle, Adas, Fera Science e
Crestwood Environmental eram empresas ja estabelecidas em outros ramos, que
migraram ou cresceram a ponto de incluir a analise de eDNA no seu portfdlio de
servigos. Como exemplo interessante, a Battelle foi criada inicialmente para atuar na
industria do ago e cresceu como uma empresa de tecnologia de ponta, tendo
iniciativas na industria farmacéutica, de energia, agricola, éleo e gas e outras.

Dentre os clientes atendidos e divulgados nos sites das empresas que
oferecem o levantamento da biodiversidade como servigo existem consultorias como
a AECOM e Stantec, cujo depoimento estd presente no site da Precision
Biomonitoring. A AECOM citada anteriormente ja atua no ramo de consultoria
ambiental no Brasil desde 1998, inclusive com clientes no setor de 6leo e gas.

Pelo fato de muitas dessas empresas serem afiliadas ou parceiras de
universidades, também é comum a presencga de organiza¢gdes ambientais dentre os
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seus parceiros. A eDNAtec, por exemplo, realiza projetos em parceria com o
Departamento de Pescaria e Oceanos (Department of Fisheries and Oceans) do
Canada.

5. Impasses regulatérios

Como mencionado anteriormente, a taxonomia morfolégica tradicional é a
unica metodologia para identificacdo de espécimes embasada pela legislagao
brasileira, mais especificamente no Decreto n® 4.339, de 22 de agosto de 2002 que
dispde sobre a Politica Nacional de Biodiversidade. Essa limitacido parece se dar
mais pela falta de mencédo a alternativas do que propriamente uma vantagem
tecnolégica desse método. Sendo um decreto de 2002, tecnologias de DNA como o
metabarcoding, que podem constituir a chamada “taxonomia molecular”, ainda eram
algo distante da realidade.

Na cartilha de Monitoramento in situ da biodiversidade (2013) do ICMBio, ja
sao levantados problemas dessa limitacdo, como a necessidade de profissionais
altamente especializados para classificagdo de espécimes ao nivel de espécie
(Pereira et al., 2013), levando a procura de indicadores biolégicos que permitam
uma classificacdo mais agil, até por uma populacéao leiga. No entanto, isso se aplica
a espécies com caracteristicas claramente distintas, como passaros e mamiferos.
No caso de peixes em estagio larval ou macroinvertebrados, essa abordagem perde
a praticidade. O Programa Monitora do ICMBio, formalizado em 2017 pela Instrugéo
Normativa ICMBio n°® 03, continua a iniciativa de monitoramento da biodiversidade,
mas ainda apresenta as mesmas limitagbes e abordagens para resolugao.

E claro que existem instituicdes brasileiras interessadas em gerar
conhecimento sobre a biodiversidade e promover a sua conservagao. O que parece
afetar a aplicacdo de técnicas mais modernas para esse fim é a falta de bases
regulatérias para corroborar o uso de novas tecnologias, em especial a taxonomia
molecular. Por outro lado, outros paises ja utilizam metodologias de eDNA e tém
orientagdes publicadas para seu uso adequado, assim podem servir como modelo
para uma modernizagado das normativas brasileiras.

Em 2016, o departamento de agricultura dos Estados Unidos (United States
Department of Agriculture, “USDA”) publicou um protocolo de coleta de eDNA em
rios (CARIM et al., 2016). O protocolo estadunidense apresenta orientagdes
operacionais para coleta e filtragdo de amostras no campo, fornecendo um checklist
detalhado de materiais que compdem o “kit de amostragem para DNA ambiental’
aprovado.

No Canada, a provincia de British Columbia publicou em 2017 uma segunda
versao do protocolo aprovado para realiza¢des de inventarios de espécies aquaticas
em ecossistemas de agua doce (BC Ministry of Environment, 2017). Semelhante a
uma instrucdo normativa, esse documento da orientagdes para todos os aspectos
que permeiam um estudo da biodiversidade por eDNA: a escolha de locais de
amostragem, da época do ano mais apropriada dado o ciclo reprodutivo das
espécies de interesse, ajuste do esfor¢co amostral, utilizacdo de triplicatas, etc. A
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publicacdo também fornece protocolos padronizados e detalhados para coletas de
tecido para barcoding, coleta de agua em campo, filtragdo das amostras de agua,
preservacido e transporte de amostras, contando com listas de equipamentos
necessarios, até mesmo como reportar as atividades realizadas.

Na Uniao Europeia, em 2018 foram publicados protocolos detalhados tanto
para a coleta e preservacdo de amostras de eDNA, quanto para sua analise
(EGETER et al., 2018; PAUPERIO et al., 2018), sendo elaborados como entregavel
de um projeto de pesquisa financiado pelo programa Horizon 2020. Seguindo a
mesma linha de acédo das instru¢bes governamentais anteriores, esta expandiu
ainda mais as orientacdes para a coleta de diversos tipos de materiais, ndo so6
amostras de agua, e apresenta protocolos alternativos a serem considerados a
depender das condigdes ambientais. Para amostras de &agua, por exemplo, a
instrugdo europeia descreve variagdes do método de coleta de agua para fonte com
maior ou menor turbidez e presenga de matéria organica particulada (EGETER et
al., 2018).

Uma normativa brasileira poderia ser elaborada a partir de um trabalho de
curadoria e adaptagdo com base nas orientagdes ja existentes mundialmente. Essa
normativa abriria as portas para a exploracdo do uso de eDNA como ferramenta de
apoio a elaboracédo de EIAs e a geragao de conhecimento para 6rgdos como o
ICMBIio. O ponto de atencéo necessario seria a integragao dessa ferramenta a Lei n°
13.123, de 20 de maio de 2015, que dispde sobre o acesso ao patrimdnio genético
brasileiro, tornando obrigatério o cadastro de atividades e resultados obtidos no
Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen).

Por outro lado, seria possivel promover um ganho quase imediato de
eficiéncia na solicitacdo de autorizacbes para realizagcdo de estudos. A coleta e
transporte de espécimes da fauna silvestre nativa, a coleta de amostras bioldgicas e
captura de animais silvestres, dentre outras atividades para fins cientificos, requer
uma autorizacdo concedida através do Sistema de Autorizagdo e Informagao em
Biodiversidade (Sisbio), regulamentado pela Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014.
Pela norma vigente, a analise para concessao dessa autorizagcdo pode levar até 45
dias uteis. No entanto, segundo a 4% edicdo do Manual do Usuario do Sisbio
(ICMBio, 2015), é descrito que coletas de agua ndo dependem de autorizagdo do
ICMBio, apresentando uma oportunidade para a utilizacido do eDNA.

6. Limitacoes técnicas

6.1 Estudo de populagoes

Uma area de estudo onde permanecem lacunas de conhecimento do eDNA é
no estudo de populacdes, isto €, na estimacdo de abundancia de espécies,
biomassa e caracterizagcdo de populacoes.

Para medidas de abundancia e biomassa, ndo existe ainda um fator de
proporcionalidade entre o DNA capturado no ambiente e o niumero ou massa de
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individuos presentes efetivamente (SHELTON et al., 2019), de forma a obter uma
correlagdo direta ou uma curva de calibragéo. Sigsaard (2017) define essa questéao
de forma mais quantitativa, nomeando como desafio a falta de conhecimento exato
do numero de individuos que seriam a fonte do eDNA coletado no ambiente. Ja
Shelton e colaboradores (2017) sugerem que se possa usar uma probabilidade de
captura como esse fator de proporcionalidade, advindo de estudos mais tradicionais
como o0 monitoramento por rede de captura. O fator comum dessas duas
abordagens é a necessidade de um esfor¢co de detecgdo por outros meios, uma
forma de contabilizar individuos de interesse para fazer essa correlacio.

Muitos estudos (SHELTON et al., 2019; SALES et al., 2020; MACHLER et al.,
2019; CIVADE et al., 2016; PONT et al., 2018) tentam comparar a capacidade de
deteccdo de espécies do eDNA com outras metodologias e classificam-no como
bem-sucedido caso os resultados obtidos sejam semelhantes. Dependendo do
interesse do grupo de pesquisa, podem ser utilizadas redes, pesca tradicional ou
pesca elétrica. Shelton (2019) levanta o ponto de que essa comparacao direta é
irreal num estudo mais amplo, uma vez que ha uma grande variabilidade do
comportamento de espécies e isso pode significar que essas metodologias de
referéncia também néo retratam fielmente a distribuicdo dos organismos.

Outra complicagdo de amostragens de individuos se apresenta em estudos
de genética de populagdes, dificultados pelo grande esfor¢o amostral necessario.
Isso se deve a necessidade de obter amostras de tecido para extracdo de DNA e
estudo da frequéncia de haplotipos que definam uma populagédo (SIGSAARD et al.,
2017), exacerbado no caso de espécies raras, ameagadas de extingdo ou que se
apresentem com baixa densidade populacional no habitat de interesse. No entanto,
essa aplicagdo tem mais apelo cientifico do que pratico para levantamentos da
biodiversidade, onde o interesse principal € o conhecimento das espécies no
ambiente.

6.2 Otimizagao amostral

O eDNA em suspensao na agua pode ser arrastado por longas distancias,
possibilitando a deteccédo de espécies ou populagdes nao nativas (SIGSAARD et al.,
2017). Em sistemas regionais, como redes de rios, o conhecimento do perfil
hidrodinamico da regido daria informagdes uteis para elaborar um desenho amostral
compreensivo, que possibilite realizar a regressdo geografica do ponto de detecg¢ao
do eDNA até sua origem (CARRARO et al., 2020).

Outra informacédo importante mencionada por Carraro para a otimizagao de
estratégias de amostragem seria a taxa de decaimento do DNA no ambiente em
questdo. Essa taxa pode ser afetada por fatores como temperatura, incidéncia de luz
e pH da agua (ROBSON et al., 2016, COLLINS et al., 2018) e seria utilizada para
estimar a distancia percorrida até que a degradacao impossibilite a sua identificagao.
A determinacao dessa taxa, no entanto, depende de experimentos especificos para
cada habitat distinto e, com possiveis variagdes locais hum sistema complexo como
uma bacia hidrografica, continuaria sendo uma estimativa, ndo uma constante.
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Aprofundando mais o estudo da dispersdo do eDNA, existem trabalhos
embasando que o DNA em suspensao se comporta de forma semelhante a matéria
organica particulada fina (WILCOX et al., 2016; HARRISON et al., 2019). Com base
nessa aproximacao, trabalhos como de Shogren e colaboradores (2017) exploram
como acontece a dispersdao do material genético na agua e como isso afeta sua
retencdo e deteccdo apods processos de retengdo no sedimento, transporte por
arrasto com a agua e ressuspensao de sedimentos a jusante em condi¢des
simuladas. Dada a complexidade desses fendmenos, um ponto em comum
levantado é a necessidade de avaliar o esforgo amostral, sem que se chegue a uma
conclusao de qual é o esforco suficiente.

7. Conclusoes

Com as informacdes que foram levantadas, pode-se reconhecer que a
taxonomia morfolégica, amplamente empregada atualmente na elaboragcdo de
inventarios da biodiversidade, apresenta deficiéncias que podem colocar em risco
tanto possiveis empreendimentos quanto espécies locais, endémicas e ameacadas.
Enquanto isso, a metodologia de metabarcoding e emprego do eDNA possibilita a
diminuicdo de erros como falsos-negativos e a reanalise de amostras utilizando
novas informacgdes, até mesmo anos depois.

O uso de DNA ambiental também apresenta limitagdes. Para a identificagao
de uma espécie pelo seu marcador genético, esta precisa ter sido capturada,
identificada por um taxonomista qualificado e a sequéncia de nucleotideos desse
marcador precisa ter sido depositada em um banco de dados adequadamente. Logo,
a taxonomia tradicional esta longe de ser extinta. Enquanto houver espécies sem
marcadores descritos e espécies ainda ndo descobertas, a taxonomia morfoldgica
continuara sendo necessaria. No entanto, com o crescimento de bancos de dados
de informagdes genéticas como BOLD e GenBank, essa necessidade comecgara a
se limitar a descricdo de novas espécies, deixando de lado os inventarios da
biodiversidade.

Outra limitagao significativa do DNA ambiental é a otimizagdo amostral. Pelo
seu comportamento pouco previsivel na coluna d’agua, o monitoramento de
espécies numa regido torna-se complicado pela dispersdo do DNA na agua. No
entanto, em inventarios da biodiversidade, o interesse principal ndo ¢é
necessariamente identificar a origem do material genético, mas um levantamento
das espécies presentes. Dessa forma, o efeito da dispersdo do DNA pode ser
mitigado com estratégias de amostragens adequadas, podendo variar o numero de
amostras para se chegar ao nivel de detalhamento necessario.

Levantamentos de biodiversidade por eDNA mostraram-se um topico
importante na literatura cientifica, com muitas das publicagdes encontradas
explorando diferentes aspectos e diferentes ambientes. Ao mesmo tempo, o
surgimento de empresas que oferecem esse levantamento comercialmente em
varios paises leva a crer que ha um movimento mundial direcionado a utilizagédo
dessa tecnologia.
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O uso de DNA ambiental para gerar informagdes sobre a biodiversidade
parece estar em expansao no meio académico. Enquanto isso, governos ainda
demoram a tomar conhecimento dessa tecnologia e os beneficios que ela pode
trazer como ferramenta para gerar informagdes sobre a fauna e flora.

O reconhecimento da validade dessa ferramenta para EIAs no Brasil, pelas
agéncias regulatorias brasileiras, ainda € necessario para o seu uso. Para tal,
sugere-se a divulgacao do conhecimento existente, utilizando a literatura cientifica
atual e em desenvolvimento, e a utilizacdo das normas técnicas internacionais como
base para a elaboragdo de uma normativa brasileira. Essa comunicagdo com 6rgaos
ambientais pode possibilitar a utilizagdo do eDNA como ferramenta para inventarios
da biodiversidade no futuro préximo. Enquanto isso, o esfor¢o para esse objetivo
recai sobre os grupos de pesquisa e instituigdes que ja atuam no pais.
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