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RESUMO

BARBOSA, Rodrigo Goldberg. O uso do DNA ambiental (eDNA) e da
geoquimicaorganica na prospeccao de paleo-pinguineiras na llha Rei
George/Peninsula Antartica. 2023. 131 f. Dissertagéo (Mestrado em Ecologia
e Evolucéo) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.

A Antartica € conhecida como o lugar mais seco e frio do planeta. Devido
aos seusextremos em relacdo ao clima, habitat e biogeografia, a regido antartica
se apresenta como um importante laboratério a céu aberto para diversas
pesquisas relacionadas a processos fundamentais da vida que apresentam
implicacdes globais. Uma das principais abordagens empregadas para este tipo
de estudo relaciona-se com o recente avanc¢o dastecnologias moleculares, com o
uso do DNA ambiental (eéDNA) como uma ferramenta valiosa de prospeccao e
avaliagdo de problemas relacionados a biodiversidade. Como por exemplo, no
monitoramento de espécies de interesse, uma vez que possibilita a investigacao
de fendmenos e processos recentes bem como o0 acompanhamento temporaldos
efeitos das mudancas climaticas globais nas populacdes destas espécies. Por
possuir populacdes sensiveis as mudancas climaticas do planeta, os pinguins
antarticos se tornamum importante taxon a ser observado no monitoramento dos
efeitos das mudancas climaticas na Antartica. Porém, poucos estudos obtiveram
sucesso na extracdo de eDNA de vertebrados antarticos, deixando uma lacuna
na literatura. No presente estudo realizamos uma revisao bibliografica de como o
eDNA de vertebrado é utilizado no Artico e como técnicas empregadas no norte
podem influenciar o futuro da pesquisa com eDNA antéartico. O estudo também
comparou alteracbes na quantidade de eDNA bacteriano encontrada em
amostras de sedimento lacustre com flutuacdes de marcadores biogeoquimicos e
com outros levantamentos populacionais de pinguins ja publicados na literatura.
Também testamos o potencial do uso do eDNA no monitoramento de espécies
de vertebrados antarticas, obtivemos as primeiras sequéncias de vertebrados
extraidos deamostras de solo antartico, com sucesso na identificacdo da espécie
Pysgocelis adeliae através da regido COX 1 do genoma mitocondrial.

Palavras-chave: Antartica. eDNA. Monitoramento. Pinguim.



ABSTRACT

BARBOSA, Rodrigo Goldberg. The use of environmental DNA (eDNA) and
organic geochemistry in the prospect of paleo-penguin colonies in King
George Island/AntarcticPeninsula. 2023. 131 f. Dissertacao (Mestrado em
Ecologia e Evolucéo) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro

Antarctica is known as the driest and coldest place on the planet. Due to its
extremes in relation to climate, habitat and biogeography, the Antarctic region
presents itself as an important open-air laboratory for various research related to
fundamental life processes that present global implications. One of the main
approaches employed for this type of study is related to the recent advancement
of molecular technologies, with the use of environmental DNA (eDNA) as a
valuable tool for prospecting and evaluating problems related to biodiversity. For
example, in monitoring species of interest, since it enables the investigation of
phenomena and recent processes as well as the temporal monitoring of theeffects
of climate change on the populations of these species. As a sensitive species to
climate change the Antarctic penguin species becomes an important taxon to be
observedin monitoring the effects of climate change in Antarctica. However, few
studies have been successful in extracting eDNA from Antarctic vertebrates,
leaving a gap in the literature. Inthe present study, we performed a literature
review of how vertebrate eDNA is used in the Arctic and how techniques
employed in the North may influence the future of Antarctic eDNA research. The
study also compared changes in the amount of bacterial eDNA found in lake
sediment samples with fluctuations in biogeochemical markers and with other
penguin population surveys already published in the literature. To test the potential
of usingeDNA in the biomonitoring of Antarctic vertebrate species we obtained the
first vertebrate sequences extracted from Antarctic soil samples, successfully
identifying the species Pysgocelis adeliae through the COX 1 region of the
mitochondrial genome.

Keywords: Antarctica. eDNA. Monitoring. Penguin.
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INTRODUGAO GERAL

A Antéartica é conhecida como o lugar mais seco e frio do planeta, com
temperaturasque chegam aos 93,2 °C negativos (NASA, 2013) e representa cerca
de 8-10% das &reas continentais do planeta (CONVEY et al., 2014). E a massa
terrestre de grande tamanho mais isolada do mundo, possuindo uma extrema
variabilidade sazonal, com variacdes extremas de fotoperiodo e temperatura
(CONVEY et al, 2014). Essas caracteristicas criam alguns dos gradientes
ambientais mais fortes na Terra (CONVEY et al., 2014). Devido aosseus extremos
em relacao ao clima, habitat e biogeografia, a regido antartica se apresentacomo
um importante laboratério a céu aberto para diversas pesquisas relacionadas a
processos fundamentais da vida que apresentam implicagbes globais (WYNN-
WILLIAMS, 1996; CONVEY et al., 2014). O continente apresenta também um
desafio para a pesquisade sua biodiversidade, dado a inacessibilidade de alguns
locais (GRIFFITHS et al., 2011),assim como a dificuldade de se realizar estudos

em alguns meses, durante o inverno antartico (HOWELL et al., 2021).

Localizada no extremo sul do planeta, a Antartica € circundada pelo Oceano
Austral (CONVEY et al., 2014). Sua massa continental tem cerca de 14 milhdes de
km?, (HOWELLet al., 2021) e se destaca por possuir cerca de 90% de todo o gelo
do planeta e 70% de toda agua doce (PIENITZ, 2008; TEIXEIRA DE JESUS et al.,
2007). Aproximadamente 98% de sua superficie esta coberta por gelo, acumulado
nos ultimos 15 milhdes de anos (DALIA et al., 2004).

A passagem de Drake, que divide a Antartica da América do Sul, permite a
Corrente Circumpolar Antartica (CCA) existir, sendo a maior corrente marinha do
mundo em termosde transporte, carregando 137+8x10° m® s de 4gua (RINTOUL,
2009). A existéncia dessa corrente tem implicacbes para o clima e a circulacao
oceanica global (RINTOUL, 2009). Ao transportar agua entre os oceanos, a CCA
contribui para o transporte de calor, umidade, e COg, influenciando decisivamente
o clima de maneira global (MAYEWSKI et al., 2009). Esse fendbmeno recebe o
nome de circulacdo termohalina (TALLEY et al., 2011). Este padréo de circulagéo
oceanica é o responsavel por trazer aguas de alta densidade para o Oceano
Austral, que, guando em contato com a superficietrocam calor, oxigénio e CO2com

a atmosfera, sendo este processo extremamente importante para a manutencgio
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dos ecossistemas de 4guas profundas (RINTOUL, 2009). A estrutura ecolégica e
biogeogréfica do Oceano Austral é altamente influenciada pela CCA, e a
circulacdo termohalina tem um papel importante nos ciclos do carbono marinho e
dos nutrientes oceéanicos (RINTOUL, 2009).

No inverno o oceano que circunda a Antartica congela, cobrindo uma area cerca
de 1,5x o tamanho do continente (TURNER & COMISO, 2017). O clima da regiao
Antartica é profundamente influenciado pela camada de gelo, que pode chegar até os
4km de altura (TURNER & COMISO, 2017). Esse gelo exerce um papel muito
importante resfriando o0 planeta ao refletir raios solares de volta para o espaco,
reduzindo assim a temperatura do hemisfério Sul (MAYEWSKI et al., 2009; TURNER
& COMISO, 2017). Plataformas de gelo como as que se desenvolvem no continente
antartico ttm como importancia fundamental estabilizar as geleiras que as mantém,
atrasando assim seu movimento e o transporte de agua congelada para o mar
(GILLE, 2014). Também apresentam uma grande sensibilidade as mudancas
climaticas como, por exemplo, mudancas abruptas de temperatura (VALISUO et al.,
2014). Geologicamente, a cobertura de gelo é relativamente recente, e se
desenvolveu quando o continente passou a ter um clima polar nos ultimos 50 Ma,
com as primeiras coberturas de gelo se formando por voltade 34 Ma (ZACHOS et al.,
1992; 2001). Essa cobertura de gelo aumentou a resposta da Terra em relacdo as
variacOes orbitais, que nos ultimos milhdes de anos alterna entre ciclos longos de
glaciacdo, quando a temperatura média terrestre séo algunsgraus mais frias e o nivel
do mar é mais baixo que o observado atualmente, com periodos interglaciais
menores como, por exemplo, o dos ultimos 10 mil anos, com temperaturas mais
elevadas e nivel do mar mais alto (MAYEWSKI et al., 2009; ZACHOS et al., 2003).

Com o objetivo de preservar esta regido e regular sua exploracdao, em 1948
foi criado o Tratado Antartico. O Tratado Antartico é assinado por 49 paises, onde
28 sdo considerados como Membros Consultivos e estabelece a Antartica como
“‘uma reserva natural dedicada a paz e a ciéncia" (DUDENEY & WALTON, 2012).
Como um ambiente sem populacdes humanas nativas, as interacdes do bioma
local com as atividadesexploratdrias humanas podem ter um impacto amplificado
(COETZEE & CHOWN, 2016). No entanto, a Antartica € cada vez mais
influenciada por humanos através das atividades de pesquisadores, turistas,

funcionarios de estacdes e embarcacbes de pesca (BESTLY et al. 2020). Além



disso, a Antéartica vem sofrendo consequéncias negativas em decorréncia com
influéncia indireta de atividades humanas no planeta. Observando as mudancas
recentes, em especial em relagdo ao aumento da média da temperatura global,
nota-se que este foi maior nas regioes polares do que em regides temperadas e
tropicais.O relatério do Painel Intergovernamental em Mudancas Climaticas (IPCC,
em inglés) em 2021 demonstrou como as atividades antropicas estdo gerando o
aguecimento das zonasde latitudes altas no planeta, de uma maneira mais rapida
do que o observado em zonas temperadas e tropicais. HANSEN e colaboradores
(1999) revelaram uma area de rapido aquecimento atmosférico na Peninsula
Antartica e no mar de Bellingshausen, adicionando a mais outras duas ja
descobertas e reportadas no noroeste da Ameérica do Norte e na Sibéria. Os
estudos de Folland e colaboradores (2002) confirmaram que essas trés areas
tiveram um aumento rapido de temperatura entre 1976 e 2000, e no caso da
Antartica, podem representar um aumento consideravel no derretimento da
camada de gelo do continente (VAUGHAN, 2006). Acredita-se que o0 maior
aumento na temperatura do inverno austral ja registrado nos ultimos 50 anos, de
5°C registrados na Estacdo AkademikVernadsky, seja relacionado com a perda da
cobertura de gelo marinho e o derretimento de plataformas de gelo nos mares de
Amundsen e Bellingshausen (MAYEWSKI et al., 2009). O derretimento das
plataformas acontece principalmente a partir da entrada de agua mais quente por
baixo da plataforma, derretendo o gelo de baixo para cima. Esse processo, além
de levar ao derretimento das plataformas de gelo também desestabiliza asgeleiras
ao seu redor, o que pode acarretar, em Ultima analise, um aumento consideravel
no nivel do mar ocasionando consequéncias eventualmente catastroficas para

populacdesde cidades costeiras (GILLE, 2014).

Em condi¢cbes normais, a agua de superficie do Oceano Austral esfria e
aumenta sua porcentagem de sal com a formacéao do gelo oceéanico do verdo para
o inverno, e aquecem e perdem sal quando da passagem do inverno para o verao
(KLINCK, 1998). Como demonstrado para a Peninsula Antartica (MEREDITH et
al.,, 2005), a &gua superficial do Oceano Austral possui variacdo termal
consideravel e o aquecimento da mesma pode gerar forte estratificacdo com
camadas de superficie consideravelmente mais quentes que as camadas mais

profundas. Mesmo ocupando 25% da area global de oceanos, o Oceano Austral

19



se mostrou o responséavel pelo maior aumento percentual de calor registrado nos
oceanos entre 2005-2017 (45-67%) (IPCC, 2019). Esse fendmeno influencia de
maneira negativa a dindmica entre oceano e atmosfera, afetando 0s importantes
ciclos de troca de calor, oxigénio e CO2 no Oceano Austral, o que pode gerar

consequéncias para os ecossistemas do mundo inteiro (IPCC, 2019).

Considerando a influéncia atmosférica no clima do continente antéartico, é
importante discutir o papel da camada de o0zbénio acima da Antartica e sua
dinAmica em relagéo aos niveis de clorofluorcarbonos na atmosfera. O Cloro e o
Bromo que sao emitidos por conta das atividades industriais, acumulam-se
durante o inverno na estratosfera e, ao reagirem com a radiacao solar, em especial
raios ultravioletas (UV), que atravessam a atmosfera, catalisam a degradacgdo de
moléculas de ozonio - O3 (MAYEWSKI et al., 2009). Apesar do declinio da
emissdo de substancias que degradam Os e da diminuigdo no buraco formado na
camada de ozobnio acima da Antartica (SOLOMON, 2019), ainda se observa uma
persisténcia na irradiacdo extrema de raios ultravioleta decorrente deste
fendmeno (CORDERO et al., 2022). A persisténcia da reducdo dos niveis de
0zOnio esta atualmente sendo correlacionada aos niveis de lodo naatmosfera, um
composto anteriormente descartado como um problema devido a supostos baixos
niveis na estratosfera. O lodo tem a capacidade de aumentar a perda de o0zonio

durante a primavera e alterar a sazonalidade na Antartica (CUEVAS et al., 2022).

A Antéartica também possui uma grande contaminacdo por metais
pesados. Niveis elevados de cobre (Cu), chumbo (Pb) e mercurio (Hg) foram
encontrados no continente, derivados de acfes antropogénicas como combustao
de combustiveis fosseis, derramamento de 6leo, incineracéo de lixo e descarte de
esgoto, sendo estas umas das principais fontes de metais pesados na Antartica
(CHU et al., 2019). Em seus estudos (DUQUESNE & RIDDLE, 2002) mostraram
como 0s metais pesados sdo acumulados pelas espécies de invertebrados na
Estacdo Casey (Australia), indicando que a concentracdo de metais pesados €
consistente com um gradiente de contaminacdo, e que esta pode acabar por

contaminar toda a teia alimentar local.

Da mesma forma, os poluentes organicos persistentes (POPs), sédo

componentesbioacumulativos e toxicos que sao introduzidas no ambiente através
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de atividades antropogénicas como queima de combustiveis fosseis e pesticidas
(NASH, 2011; BHARDWAJ et al., 2018). Os POPs também se tornaram um
problema para o ecossistema Antartico nas uUltimas décadas, sendo reportado em
diversos locais do continente (FUOCOet al., 2009; POZO et al., 2014; BHARDWAJ
et al., 2018; WANG et al., 2022). O estudo de HALE et al. (2008) indica que a
poluicdo por POPs na Antértica pode estar relacionada a atividade humana, em
especial relacionadas as atividades de bases de pesquisa. Devido ao ambiente
seco e propenso a incéndios, diversas estagdes utilizam produtos com retardantes

de fogo, os quais possuem POPs em sua composicédo (HALE et al., 2008).

A extensao da perturbagcdo cumulativa, tanto para o ecossistema e vida selvagem,
muitas vezes n&o € clara (PANDE et al.,, 2017). O continuo monitoramento do
clima e as consequéncias das mudangas climaticas no continente Antartico e
Oceano Austral € muitoimportante para o futuro da rica biodiversidade no extremo
sul do planeta (CASSANO; UOTILA & LYNCH, 2006; MAYEWSKI et al., 2009). A
cada novo relatério do IPCC as previsbes e modelos apresentados se tornam
mais exatos e mais representativos da realidade (CASSANO; UOTILA & LYNCH,
2006; MAYEWSKI et al.,, 2009). Apesar dos modelos do IPCC apresentarem
incertezas, todos o0s cenarios apresentados sao considerados igualmente
provaveis. MAYEWSKI e colaboradores (2009) recomendam cautela e acéo
imediata. Desde 1990 o IPCC se tornou uma ferramenta importante no combate
as mudancas climéticas e na protecdo dos delicados sistemas biologicos e ciclos
gue ocorrem no circulo polar sul e sua influéncia no resto do planeta, evidenciando
assim a conexao existente entre o futuro da Antartica e o futuro do planeta como
um todo. Desta forma, a compreensédo dos processos relacionados as mudancas
climéticas globais e seus efeitos nas comunidades biolégicas na regido antartica
apresentam-se como prioritarias uma vezque as alteracfes ali observadas podem
acarretar o colapso de diversos sistemas cruciaispara a biosfera terrestre.

Dentre os varios métodos possiveis de utilizacdo para investigacao destes
varios compartimentos que se relacionam a preservacdo do ambiente antartico,
um método possivel para o monitoramento complementar dos organismos que
sdo afetados por essas perturbacfes € o DNA Ambiental (eDNA; BEAN et al.
2017). O DNA ambiental descreve omaterial genético detectado em um ambiente

amostral (OGRAM et al. 1987). Os organismos liberam DNA em seu ambiente
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através de uma série de processos naturais, por ex. muda, defecacdo ou lesédo
(FICETOLA et al.,, 2008; TABERLET et al., 2012; 2018), sendo este 0 eixo
principal no presente estudo. Desta forma o texto desta Disserta¢ao foidividido
em trés capitulos, todos com o tema principal relacionado ao uso do eDNA em
regibes polares, com énfase na Antartica. O primeiro capitulo € uma revisdo
bibliografica que aborda o uso do eDNA no Artico, fazendo um levantamento total
de estudos com eDNA entre 2005 e 2022, e discutindo se a lacuna na literatura
presente na Antartica para estudos com vertebrados (HOWELL et al., 2021),
também existe para o Artico, bem comocomparando as pesquisas sobre o uso de
eDNA entre estas duas regides polares.

O segundo capitulo relaciona-se a primeira tentativa de encontrar DNA de
pinguins em amostras de sedimento lacustre, que, apesar do insucesso na
amplificacdo do DNA alvo devido as condi¢cdes inadequadas de preservacao,
gerou resultados interessantes emrelacdo ao uso de eDNA na observacédo de
flutuacbes populacionais de organismos lacustres. O estudo comparou
alteracdoes na quantidade de eDNA bacteriano encontrada nas amostras com
flutuacbes de marcadores biogeoquimicos e com outros levantamentos
populacionais ja publicados na literatura.

O terceiro estudo foi realizado em decorréncia da incapacidade de
amplificar DNA de pinguim na amostra de sedimento inicial. O trabalho envolveu
amostras recém coletadas e adequadamente preservadas, onde podemos
demonstrar a primeira extracao,amplificacdo e sequenciamento de eDNA de um

vertebrado na Antartica. Assim como validar a metodologia empregada.
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1 REVISAO B~IBLIOGRAFICA: O USO DE DNA AMBIENTAL PARA A
RECONSTRUCAO DE POPULACOES PRESENTES E PASSADAS DE
VERTEBRADOS POLARES

INTRODUGAO

Devido aos seus extremos em termos de clima, habitat e biogeografia, as
regides polares correspondem a um importante laboratério ao ar livre para varias
pesquisas relacionadas com processos fundamentais da vida que tém
implicagbes globais (WYNN- WILLIAMS, 1996). Da mesma forma, como as
regides mais afetadas pelas mudancas climaticas, também representam uma
importante area de pesquisa relacionada aos seus efeitos sobre a biodiversidade
(POST et al., 2019; REIST et al., 2006).

Vertebrados antarticos e articos parecem ser especialmente afetados por
essas mudancas. Por exemplo, o declinio de populacdes de pinguim-imperador,
na Antartica, e de ursos polares, no Artico, ambos em decorréncia do declinio de
gelo oceéanico (BARBRAUD & WEIMERSIRCH, 2001; WIIG et al., 2008). Como
ambientes principalmente intocados (especialmente a Antartica, por nunca ter
possuido populacdo humana nativa), os métodos de pesquisa que nao requerem
contato direto com as espécies-alvo tornam- se mais valiosos (LEFORT et al.,
2019). Nesse sentido, o uso do DNA ambiental se apresenta como uma
importante ferramenta de monitoramento de espécies de interesse, pois permite
a investigacédo de fendbmenos e processos recentes, bem como ajuda a fornecer
uma percepcao temporal dos efeitos das mudancas climaticas globais sobre as
populacdes dessas espécies (BELLEMAIN et al., 2013a; GIGUET-COVEX et al.,
2014; JORGENSEN et al., 2012).

O uso do DNA ambiental é relativamente recente para estudos em
biodiversidade, usado pela primeira vez por Ogram e colaboradores em 1987, e
refere-se ao material genético presente em um determinado ambiente, nao
coletado diretamente do organismo. Esse DNA pode ser extraido de diferentes
tipos de amostras ambientais (por exemplo, agua, sedimento, solo e fezes). No
entanto, o uso desse material apresenta varios desafios como, por exemplo, a

possibilidade dele se deteriorar rapidamente no ambiente (COLLINSet al., 2018),
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as amostras podem conter inibidores que podem dificultar processos como a
extracdo e a amplificacdo do material genético (MURCHIE et al., 2021) e, por
vezes, os resultados obtidos podem ndo refletir a real riqueza de espécies de uma
determinada area(CAPO et al., 2019).

O Artico, com o uso do DNA ambiental antigo (aDNA), apresenta-se como
uma regido Unica para o estudo da paleofauna de vertebrados como, por
exemplo, o mamute (MURCHIE et al., 2021) e suas interagdes com humanos no
passado recente (WANG et al., 2021), ao contrario da Antartica, que possui
animais preservados nos registros fosseiscomo, por exemplo, a espécie extinta
de pinguim Palaeeudyptes klekowskii (MYRCHA et al., 1990), mas nenhuma
populacdo humana nativa (HOWELL et al., 2021). Milhares de anos de
interacbes entre a espécie humana e paleofauna coexistente podem ser
observados utilizando o eDNA presente em sedimentos de permafrost no Artico
e, junto com o uso de técnicas de datacdo, podem fornecer uma perspectiva
Unica de quanto tempo essas interacdes ocorreram e quando cessaram,
fornecendo evidéncias de como ocorreu o processo de extingcado de parte desses
animais e suas provaveis causas(MURCHIE et al., 2021; WANG et al., 2021).

No entanto, comparando as regides artica e antartica, Howell e
colaboradores (2021) indicaram que ha uma lacuna nos estudos de eDNA de
vertebrados na Antartica, relatando apenas quatro artigos sobre o assunto até
2020. Nesse sentido, realizamos uma revisdo de literatura sobre o uso de eDNA
de vertebrados no Artico, buscando responder se essa lacuna também existe no
Norte. Também separamos cada tipo de amostra citada e o organismo-alvo, além
de discutirmos como o eDNA esta sendo usado em cada artigo incluido na
analise. Finalizamos com a comparacao do uso destes métodos nas regides
polares e discutimos como a pesquisa de eDNA na Antartida pode se beneficiar

dos estudos ja conduzidos no Artico.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

- Elaborar um levantamento bibliografico extenso e inclusivo sobre o uso do

eDNA emregides polares, com énfase no ambiente artico.

1.1.2 Objetivos especificos

- Separar cada tipo de amostra ambiental (ex: agua, solo, agua e
sedimentos) e o organismo-alvo (Vertebrados, Invertebrados, Algas, Plantas,

Fungos, Bactérias/Archeae e“outros organismos”)

- Discutir como o eDNA esta sendo usado em pesquisas para cada artigo
publicado no Artico e como podem servir para o futuro da pesquisa com eDNA na
Antartida.
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1.2. Material e Métodos

Realizamos uma busca sistemética ho mecanismo SCOPUS usando uma
combinacdo dos termos “Arctic’, “Environmental DNA”, “metabarcoding”,
“‘SedaDNA” e “Ancient DNA”, aceitando trabalhos entre 2005 e 2022.
Examinamos os resultados e determinamos quais artigos discutem o uso de eDNA
de vertebrados no Artico e discutimos juntamente com a revisio de HOWELL e
colaboradores (2021) que usou dados da Antartica. Excluimos resenhas de
literatura, notas, capitulos de livros e errata. Qualquer artigo que incluisse os
termos pesquisados, mas com amostras coletadas fora do circulo artico (66° 33'
N) foi excluido (ex. HAILE et al., 2009).

1.3 Resultados

De acordo com os critérios empregados na metodologia, encontramos um
total de 95 artigos que usaram eDNA na regi&o do Artico com focoem eDNA de
vertebrados (Tabela 1). A amostra mais predominante de eDNA no Artico foia
agua, que incluiu agua do mar e agua doce (n = 38 artigos), numero este similar
ao encontrado em estudos de sedimentos (n = 38 artigos), sendo seguidos pelos
estudos comsolo (n = 13). Fezes, gelo/neve e ar apresentaram o menor nimero
de resultados e foram incluidos na categoria “outros” (n = 11) (Figura 1).
Excluimos amostras de conteddo estomacal, por ndo ser uma amostra ambiental
e por requerer contato direto com o taxonestudado. Alguns artigos usaram mais
de um tipo de amostra ou organismo de interesse (ex. DULIAS et al., 2017,
KNUDSEN et al.,, 2022). Dos 95 artigos publicados, um total de 18 estudos
utilizaram DNA de vertebrados em sua analise. Desses 18 artigos, 9 utilizaram
amostras de agua (ex. KNUDSEN et al.,, 2022; SEVELLEC et al., 2021), 6
utilizaram sedimentos (ex. MURCHIE et al.,, 2021; WANG et al.,, 2021), 2
utilizaram fezes (GRANQUIST et al., 2018; SCHMIDT et al., 2022) e um utilizou
solo (EPP et al., 2012).

Os vertebrados encontrados nos estudos séo representados por espécies

da megafauna extinta, como os mamutes e o rinoceronte-lanudo (MURCHIE et
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al., 2021; WANG et al., 2021) e pela biota contemporéanea, por exemplo, a baleia-

da-Groenlandia ou espécies de peixes do Artico (RODGERS et al., 2018;

SZEKELY et al., 2021).

Tabela 1 - Lista de todos os artigos publicados revisados que usam eDNA no

Artico, separados por organismo, tipo de amostra e, se presente, um tipo de

amostra secundaria.

Amostra
Referéncia Organismo Amostra Secundaria
Vertebrados/Invertebrados/Alg
Knudsen et al., 2022 a Agua
Willerslev et al., 2014 Planta Sedimento
Pedersen et al., 2013 Planta Sedimento
Bactéria ou Archaea /Outros
Duncan et al., 2022 organismos Agua
Aggerbeck et al., 2022 Bactéria ou Archaea Solo
@rberg et al., 2018 Alga Sedimento
Young & Hebert, 2022 Invertebrados Solo
Wang et al., 2021 Vertebrados/Planta Sedimento
Liu et al., 2021 Planta Sedimento
Sevellec et al., 2020 Vertebrados/Invertebrados Agua
van den Heuvel-Greve
et al., 2021 Vertebrados/Invertebrados Sedimento
Rego et al., 2021 Bactéria ou Archaea Agua
Székely et al., 2020 Vertebrados Agua
Invertebrados/Outros
Zawierucha et al., 2020 organismos Sedimento
Alsos et al., 2020 Planta Sedimento
Pawtowska et al.,
2020a Outros organismos Sedimento
Stoof-Leichsenrin et al.,
2020 Planta Sedimento
Karlsson et al., 2020 Bactéria ou Archaea /Fungo Ar
Capo et al., 2019 Vertebrados Agua
Leduc et al., 2019 Vertebrados/Invertebrados Agua
Milyutina et al., 2019 Alga Agua
Wutkowska et al., 2019 Fungo Solo
Rodgers et al., 2017 Vertebrados Agua
Ramirez et al., 2018 Bactéria ou Archaea Sedimento
Lacoursiere-Roussel et
al., 2018 Vertebrados/Invertebrados Agua
Klobucar et al., 2017 Vertebrados Agua
Dulias et al., 2016 Outros organismos Sedimento Agua
Thomsen et al., 2016 Vertebrados Agua
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Dong et al., 2015 Bactéria ou Archaea Sedimento
Zhang et al., 2015 Bactéria ou Archaea Sedimento
Stoof-Leichsenring et
al., 2014 Outros organismos Sedimento Agua
Pawlowska et al., 2014 Outros organismos Sedimento
Cottrell & Kirchman,
2012 Bactéria ou Archaea Agua
Vertebrados/Invertebrados/Pla
Epp et al., 2012 ntas/Fungo Solo Sedimento
Vertebrados/Invertebrados/Fun
Pawlowski et al., 2011 go Sedimento
Lovejoy & Vincent,
2007 Alga Agua
Cottrell et al., 2005 Bactéria ou Archaea Agua
Lammers et al., 2018 Vertebrados/Invertebrados Sedimento
Bactéria ou Archaea /Outros
Collins et al., 2011 organismos Agua Gelo
Joo et al., 2022 Outros organismos/Alga Agua
Schmidt et al., 2022 Vertebrados Fezes
Stoof-Leichsenring et
al., 2022 Alga Sedimento
Belevich et al., 2022 Alga Agua
Han et al., 2022 Bactéria ou Archaea Agua
Seeber et al., 2022 Fungo Sedimento
Huang et al., 2021 Planta Sedimento
Egge et al., 2021 Alga/Outros organismos Agua
Zhang et al., 2021 Alga Agua
Alsos et al., 2021 Planta Sedimento
Han et al., 2020 Bactéria ou Archaea Agua
Geml et al., 2021 Fungi Solo
Bruhn et al., 2021 Outros organismos Agua
Belevich et al., 2020 Alga Agua
Invertebrados/Outros
Leasi et al., 2020 organismos Sedimento
Kashulin et al., 2021 Alga/Outros organismos Agua
Murchie et al., 2020 Vertebrados/Planta Sedimento
Botnen et al., 2020 Fungo Solo
Huang et al., 2020 Outros organismos Agua Sedimento
Cabrol et al., 2020 Bactéria ou Archaea Agua
Liu et al., 2020 Planta Sedimento
Elferink et al., 2020b Outros organismos Agua
Voldstad et al., 2020 Planta/Alga Sedimento
Elferink et al., 2020a Outros organismos Agua
Yau et al., 2020 Alga Agua
De Schepper et al., Vertebrados/Invertebrados/Outr
2019 0S organismos Sedimento
Botnen et al., 2019 Fungo Solo
Sandaa et al., 2018 Outros organismos Agua
Granquist et al., 2018 Vertebrados Fezes
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Schmidt et al., 2018 Planta Fezes
Rippin et al. 2018 Planta/Alga/Outros organismos Solo
Schuelke et al., 2018 Invertebrados Sedimento
Edwards et al., 2018 Planta Solo
Zimmermann et al.,
2017 Planta Sedimento
Soininen et al., 2017 Planta Fezes
Grau et al., 2017 Fungo Solo
Balzano et al., 2016 Outros organismos Agua
Bactéria ou Archaea /Outros
Meshram et al., 2017 organismos Agua
Geml et al., 2016 Fungo Solo
Brown et al., 2016 Invertebrados Agua
Semenova et al., 2016 Fungo Solo
Rama et al., 2016 Fungo Outro
Invertebrados/Outros
Chain et al., 2016 organismos Agua
Alsos et al., 2015 Planta Sedimento
Geml et al., 2015 Fungo Solo
Soininen et al., 2015 Planta Fezes
Epp et al., 2015 Planta Sedimento
Soininen et al., 2013a Planta Fezes
Soininen et al., 2013b Planta Fezes
Bellemain et al., 2012 Fungo Gelo
Supraha et al., 2022 Outros organismos Agua
Liang et al., 2021 Bactéria ou Archaea Sedimento
von Hippel et al., 2022 Fungo/Planta Sedimento
Bjune et al., 2022 Planta Sedimento
Crump et al., 2021 Planta Sedimento
Meuchi et al., 2020 Planta Sedimento




Figura 1 - Nimero de artigos encontrados na revisdo do uso de eDNA no Atrtico.
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Legenda: E categorizado por "organismos" e "nimero de resultados no SCOPUS", além de
separar cada categoria por tipo de amostra. Os artigos na categoria “Outros organismos”

incluiam aqueles que visavam comunidades  bent6nicas. Fonte:  Autor.
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1.4 Discussao

1.5 Uso de eDNA no estudo de vertebrados no Artico

1.5.1 Amostras de 4gua

O tipo de amostra mais comum (38 artigos) também tem o maior nimero
de estudos que extrairam com sucesso 0 eDNA de vertebrados, representando o
segundo grupo de organismos mais estudado (~23%) nesses artigos, apenas um
pouco atras dos estudos sobre a diversidade de algas (~26%). Alguns estudos
(LEDUC et al., 2019; SEVELLEC et al., 2021; SZEKELY et al., 2021) usaram
metabarcoding de amostras de eDNA para detectar transicfes da fauna marinha
no Artico, capturando o DNA de vertebrados, invertebrados e organismos
bentbnicos presentes em amostras de agua. Esses estudos destacam a
importancia de considerar a variagcado temporal das comunidades, a fim de garantir
gue o biomonitoramento de éareas costeiras usando eDNA seja realizado
adequadamente. Da mesma forma, KNUDSEN e colaboradores (2022) utilizou
eDNA para monitorar espécies ndo nativas no Atlantico Nordeste. Ao realizar
amostragens ao longo de um ano, 0s pesquisadores conseguiram demonstrar a
mudanca sazonal na distribuicdo de espécies marinhas invasoras na regido de
estudo. Um outro artigo descreveu a diversidade genética de baleias-da-
groenlandia (Balaena mysticetus) no oeste da Groenlandia usando eDNA
(SZEKELY et al., 2021), onde os resultados sugerem que a amostragem de agua
na “‘pegada” ou “rastro” de animais pode ser uma técnica promissora para

entender melhor a diversidade genética da megafauna marinha.

O DNA ambiental extraido de amostras de agua também mostrou
resultados promissores no monitoramento de populacdes de peixes em lagos do
Artico (RODGERS et al., 2018; CAPO et al., 2019). Rodgers e colaboradores
(2018) criaram e testaram 4 ensaios quantitativos de PCR (qPCR) para deteccao
de cinco espécies de peixes articos:Lota lota, Cottus cognatus, Salvelinus alpinus,
Salvelinus malma e Thymallus arcticus, permitindo a deteccdo eficiente e

econdmica dessas espécies em lagos.
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Em sua maioria, os estudos aqui representados demonstram um grande
potencial para o0 uso do eDNA no monitoramento de espécies marinhas e
lacustres, especialmente aquelas afetadas pelas mudancas climéticas, uma vez
gue o melhor entendimento de suadistribuicdo é fundamental o desenvolvimento
de estratégias eficazes de conservacdo e manejo. Por ser um método de
amostragem rapido e facil, esses estudos reforcam o uso do eDNA como uma
vantagem sobre outros métodos de monitoramento, revelando uma correlacédo
significativa entre eles em termos de ndmero de espécies encontradas
(KNUDSEN et al., 2022). No entanto, ainda existem limitagdes e dificuldades a
serem superadas na aplicagcdo dessa metodologia em pesquisas sobre
biodiversidade. Székely ecolaboradores (2021) destacam a rapida degradacéo do
material genético uma vez que € exposto a fatores ambientais (por exemplo,
temperatura, salinidade, pH, UV, atividade microbiana, dentre outros). Ja Capo e
colaboradores (2019) ndo encontraram nenhuma correlacdo entre as
concentracdes de eDNA e as estimativas da populacido de peixes do Artico
usando ensaios de PCR digital (ddPCR), mostrando menos de 70% de sucesso

nadeteccao de espécies de peixes de um lago.

1.5.2 Amostras de sedimentos

O DNA ambiental extraido de amostras de sedimentos € comumente
designado de DNA sedimentar (sedaDNA) (MURCHIE et al., 2021). Em nossa
revisdo, um total de 6artigos detectou sedaDNA de vertebrados em amostras de
sedimentos. Com o uso de datacdo por carbono, as amostras de sedimentos de
lago oferecem uma oportunidade Unica para reconstrucdo da dinamica ecoldgica
do passado (HOWELL; LARUE & FLANAGAN, 2021), tendo sido usado na
reconstrucao detalhada da fauna e flora passadasdesta regido (LAMMERS et al.,
2018; MURCHIE et al., 2021; WANG et al., 2021). Wang ecolaboradores (2021)
conseguiram atribuir DNA antigo altamente degradado de cavalos ahaplogrupos
mitocondriais conhecidos, permitindo a possibilidade de analisar histérias
populacionais em regides com pouca ou nenhuma evidéncia fossil. Também
usando a presenca de eDNA como evidéncia, suas descobertas sugerem que
parte da megafauna do Artico coexistiu com humanos por dezenas de milhares

de anos durante o Holoceno, indicando que o0 suposto excesso de
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exploracéo/predacdo de origem humana pode ndo ser um fator chave na
extingao destes organismos. Usando sedaDNA, Murchie e colaboradores (2021)
reconstruiram a biota artica durante a transicdo Pleistoceno- Holoceno, também
apontando novas evidéncias para a sobrevivéncia tardia de espécies como o
mamute (Mammuthus spp) e cavalos (Equus spp) na regido de Klondike em
Yukon, Canada. Semelhante a agua, o eDNA extraido de amostras de
sedimentos também pode ser um recurso importante no monitoramento de
espécies marinhas vertebradas ndo- nativas (VAN DEN HEUVEL-GREVE et al.,
2021). Com o objetivo de documentar a evolucdo passada do gelo marinho, De
Schepper e colaboradores (2019) tentaram encontrar DNA antigo de
dinoflagelados conhecidos, associados ao gelo marinho. Simultaneamente, eles
também relataram a descoberta de DNA de vertebrados em sedimentos
oceénicos profundos, mostrando que o eDNA de vertebrados antigos pode ser
recuperado nestas condi¢des. Os estudos de Pawlowski e colaboradores (2011)
também relataram ter encontrado vertebrados (Mammalia) em amostras de
sedimentos de aguas profundas, apesar de terem discutido a possibilidade de

contaminacao laboratorial.

Tal como acontece com outros estudos de eDNA, existem limites e
obstaculos quando se trata de estudar eDNA de sedimentos. Wang e
colaboradores (2021) relataram que, devido a uma limitagdo no método de
datacdo, a reconstrucdo da dinamica da vegetacdo passada sob mudancas
climéaticas s6 pode ser capturada em uma escala mais ampla. Outras duas
limitacGes comuns na extracdo do sedaDNA sao o residuo de outras substancias
gue inibem as reacdes enzimaticas e a perda do sedaDNA ao tentar reduzir a
coeluicdo do inibidor. No entanto, purificacdes e métodos de enriqguecimento que
superamos kits de extracdo padrdo podem ajudar a restaurar o DNA, superando
os inibidores enziméticos (MURCHIE et al., 2021).

1.5.3 Amostras de solo

Similar a Antartica, existe uma escassez de artigos publicados que
conseguiram encontrar eDNA de vertebrados em amostras de solo, com apenas
um artigo (EPP et al., 2012). Tal como acontece com outros tipos de amostras, 0

solo oferece uma oportunidade ideal para avaliar a fauna do passado e do
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presente. Usando sedimentos e solo, Epp e colaboradores (2012) sugeriram
marcadores para 0 uso em analises de metabarcoding especificos para fungos,
bridfitas, enquitreideos, besouros e péssaros, testando-os com sucesso usando
sedimentos do Pleistoceno e amostras de solo modernas. Este estudo abriu
caminho para futuros estudos de metabarcoding, uma vez que forneceu

marcadoresideais para serem utilizados no estudo de eDNA.

1.5.4 Qutras amostras

Esses tipos de amostras incluiriam amostras de fezes, gelo/neve e ar, mas
apenas 2 artigos encontraram DNA de vertebrados e ambos usaram amostras de
fezes (GRANQUIST et al.,, 2018; SCHMIDT et al., 2018). Este tipo de amostra
apresenta-se como uma oportunidade ideal para analisar a dieta de diversos
organismos pois 0 DNA de seu alimento pode permanecer na amostra coletada.
Granquist e colaboradores (2018) conseguiram extrair 0 DNA de varias espécies de
peixes de amostras de fezes da foca Phoca vitulina. Este estudo também sugeriu que
os salmonideos ndo sdo um componenteimportante em sua dieta, como previamente
considerado, fazendo com que o abate de focas fosse sugerido como uma estratégia
para reduzir a predacdo de salmonideos na regido. Em outro exemplo, Schmidt e
colaboradores (2018) revelaram que a dieta da raposa artica incluia a maioria dos
vertebrados terrestres encontrados em sua regido e que sua dieta exibia mudancas
temporais e geograficas, refletindo a disponibilidade de presasdurante os meses de
veraol/inverno. Essa variacdo péde fornecer dados importantes sobre como essas
populacdes de predadores respondem a eventos climaticos extremos causados
pelas mudancas climéaticas (SCHMIDT et al., 2018). Ambos os estudos refletem a
importancia das amostras de eDNA na descoberta de dietas de organismos
carnivoros e também mostram grande sucesso na avaliacdo da diversidade de
presas em uma determinada area. Isso adiciona mais uma camada para o uso do
eDNA no monitoramentoda biodiversidade, como também demonstrado em amostras

anteriores.



1.6 Pesquisa de eDNA de vertebrados: Artico x Antartica

A luz de nossa revisdo de literatura, parece haver uma discrepancia
significativa nos estudos de eDNA de vertebrados entre os polos. Enquanto a
grande maioria dos estudos de eDNA antérticos se concentra na diversidade
microbiana, com apenas 2% dos artigos publicados focando no eDNA de
vertebrados (HOWELL et al., 2021), um total de 18 artigos em 95 o utilizam em
suas pesquisas no Artico (~19%). Isso deixa os vertebrados como o grupo de
organismos menos estudado na Antartica usando eDNA. Embora existam alguns
estudos cujo foco é a diversidade microbiana no Artico, ha uma diferenca
significativa quando comparado aos artigos de eDNA da Antartica (HOWELL et
al., 2021).0s estudos de eDNA de vertebrados no Artico sdo o segundo tipo de
organismo mais publicado, atras apenas do eDNA que pesquisa a diversidade de
plantas (22 artigos). Pode-se argumentar que no Artico, na qual alguns paises
possuem ocupacdo real do territério, a realizacdo desses estudos deve-se a
facilidade de acesso a algumas areas. Isso é diferente na Antartica, como
continente isolado da civilizacdo e como clima mais severo do mundo, 0 que
poderia criar alguma dificuldade para a realizacdo de tais estudos. No entanto, a
Antértica tem um nimero maior de artigos de eDNA publicados (172; HOWELL et
al., 2021) quando comparado ao Artico (95), dando a nocdo de que talvez a
maioria das pesquisas antarticas tomem uma rota diferente no estudo de eDNA,
pois € mais simples encontrar uma maior abundancia de DNA microbiano em
amostras ambientais do que vertebrados (DJURHUUS et al., 2017). Este fato &
ainda mais evidenciado pelos estudos do Artico que, apesar de compartilhar as
condi¢cBes extremas emrelacdo ao clima (STRICKLER et al., 2015), apresenta um
namero significativo de artigos publicados que encontraram eDNA de

vertebrados.

Os estudos de Howell e colaboradores (2021) apresentam importantes
pesquisas de diversidade ja realizadas na Antartida que encontraram eDNA de
vertebrados (COWART et al., 2018; MARIANI et al., 2019; MCINNES et al.,
2016), bem como estudo com objetivo de avaliar mudancas ecoldgicas devido a
espécies invasoras (FICETOLA et al.,, 2018). No entanto, como destacado

anteriormente, ainda ha um pequeno numero de artigos publicados sobre este
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assunto.

Utilizando amostras de agua, o estudo de Székely e colaboradores (2021)
mostrou que é possivel recriar a diversidade genética das espécies usando
apenas o DNA ambiental. Sendo um continente com uma vasta diversidade de
vertebrados marinhos (e.g.pinguins, baleias, focas, peixes, lebes-marinhos), este
tipo de investigacdo pode revelar- se uma técnica eficiente na avaliagdo da
diversidade genética de espécies de vertebrados de forma ndo invasiva,
possibilitando possiveis gargalos populacionais que podem prejudicar a
preservacdo dessas espécies no atual cendrio de mudancas climaticas
(SZEKELY et al., 2021).

Embora existam alguns estudos que tentam recriar populacdes passadas
usando marcadores geoquimicos, eles parecem estar limitados a grupos
especificos (por exemplo, pinguins, LIGUANG et al., 2004, ROBERTS et al.,
2017). Conforme visto no segmento de “amostras de sedimentos” de nossa
revisdo, o eDNA abre oportunidades para avaliar muitos organismos que ja
fizeram parte da fauna de uma regidao (LAMMERS et al., 2018; MURCHIE et al.,
2021; WANG et al., 2021). A reconstrucdo da antiga fauna de vertebradosaustrais
tornou-se uma possibilidade usando sedaDNA e pode ser um ponto de foco na

pesquisa de eDNA antartico no futuro.

O tipo de amostra mais comum em artigos de eDNA da Antartica, as
amostras de solo ndo tém artigos publicados usando DNA de vertebrados
(HOWELL et al., 2021). Estudos no Artico fornecem apenas um vislumbre do que
pode serfeito com eDNA de vertebrados usando amostras de solo, mas ainda
assim importantes, pois é o Unico estudo que conseguiu extrair DNA de
vertebrados de amostras de solo nas regides polares. Além de fornecer uma
contribuicdo significativa para marcadores de eDNA de vertebrados que podem

ser usados em futuras pesquisas na Antartica.

Apés o estudo de Howell e colaboradores (2021), novos artigos que
encontraram eDNA de vertebrados foram publicados. Clarke e colaboradores
(2021) usaram amostras de agua e sedimento para avaliar a biodiversidade de
metazodrios de ecossistemas bentdnicos na Antartica, com o objetivo de descobrir

se h& diferenca na producdo de eDNA por tipo de amostra, profundidade ou
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distancia até a costa. Eles descobriram que a combinacdo de dados de amostras
de sedimentos e &gua é ideal para o monitoramento baseado em DNA de
ambientes préximos a costa, pois maximiza as chances de encontrarum numero
maior de taxons representativos. O eDNA de vertebrados s6 foi encontrado em
amostras de agua. Lee e colaboradores (2022) usaram metabarcoding duplo
(regular emini cédigo de barras) em amostras de dgua para construir estruturas
comunitarias de zooplancton, mas relataram encontrar DNA de peixes. Outro
artigo (TABASSUM et al., 2022) usou amostras de guano do pinguim-de-adélia
para analisar sua dieta e descobriu que o alimento mais abundante em sua dieta
sdo duas espécies de krill (Euphausia superba e Euphausia crystallorophias) e os
peixes Pleuragramma antarctica e Pagothenia borchgrevinki. Eles néo
encontraram diferencas significativas na composicdo das presas com base na
localizagdo geografica, mas descobriram variacdbes com base nas condigbes

ambientais e meteoroldgicas anuais da regido costeira.
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1.7 Conclusoes

Mesmo com artigos publicados recentemente, ainda ha uma grande
predomindncia de eDNA microbiano nas pesquisas antarticas que utilizam o
eDNA. No Artico, os estudos de eDNA parecem se concentrar em muitos tipos
diferentes de organismos. Os vertebrados representam o segundo organismo
mais estudado no Artico usando eDNA. Todos os tipos de amostras tém pelo
menos um artigo sobre eDNA de vertebrado.

A maioria desses artigos foi publicada recentemente e desenvolveu novas
metodologias para utilizar o eDNA em ambientes extremos. Como regides polares,
as regioes frias do planeta favorecem a preservacado de eDNA (HOWELL; LARUE;
FLANAGAN, 2021; LIANG et al., 2021), abrindo novas possibilidades para estudos.
Todos os tipos de amostras tém grande potencial para o desenvolvimento de
pesquisas com vertebrados na Antartica, fornecendo dados essenciais para a
reconstrucdo de ambientesecoldgicos atuais e passados. Entretanto, compreender
como as mudancas climaticas dopassado afetaram os organismos pode ajudar na

preservacao da biota atual, a medida que o cenario de mudancas climéaticas piora.
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2A APLICAQZ\O COMBINADA DE DNA AMBIENTAL (eDNA) E GEOQUIMICA
ORGANICA NA PROSPECCAO DE PALEO-PINGUINERAS NA ILHA REI
GEORGE/PENINSULA ANTARTICA

INTRODUGAO

A Antartica é um dos ambientes mais frios do planeta (NASA, 2013).
Ambientes com temperaturas baixas durante o ano todo sao ideais para a
conservacao de DNA, tornandoa Antéartica um laboratério ideal para estudos que
utiizam do DNA ambiental em suas metodologias (ZHU, 2006; EICHMILLER;
BEST & SORENSEN, 2016). Os meios de recuperacdo e analise de eDNA
melhoraram substancialmente gracas ao desenvolvimento de tecnologias de
sequenciamento (TABERLET et al., 2018). Moléculas de DNA antigo
sedimentares (sedaDNA) foram recuperadas com sucesso na tentativa de para
avaliar a presencga de animais (GIGUET-COVEX et al., 2014; HAILE et al., 2009;
PEDERSEN et al.,2013), plantas (ALSOS et al., 2016; EPP et al., 2015), fungos
(BELLEMAIN et al., 2013) e microbiota (AHMED et al., 2018; D’COSTA et al.,
2011).

Acredita-se que grande parte do sedaDNA sobrevive na auséncia de tecidos
atravésda formacao de complexos organominerais (GARDNER; GUNSCH, 2017,
MORRISSEY et al.,, 2015), pois o material genético extracelular se liga a
constituintes comuns de sedimentos, como acidos humicos (CRECCHIO &
STOTZKY, 1998), calcita (CLEAVES etal., 2011), argilas (CAI et al., 2006) e
outros silicatos (BEZANILLA et al., 1995). Descobriu-se que os minerais do solo
estabilizam uma fracdo desses complexos, permitindo que as moléculas de DNA
resistam a decomposicdo (MORRISSEY et al., 2015). No entanto, uma forte
ligacdo mineral também pode resultar em baixa liberacdo de sedaDNA ao tentar
isolar essas moléculas durante a extracdo de DNA (SAEKI; SAKAI & WADA,
2010).

Apesar dos rapidos avancos nas técnicas de eDNA, dois desafios persistem
relacionados a extracdo das amotras que podem limitar a capacidade de explorar
arquivos genéticos sedimentares: 1) a presenca de inibidores enziméticos em
extratos de sedimentos e 2) a perda de sedaDNA devido a remocao

excessivamente vigorosa do inibidor (MURCHIE et al., 2021). Os inibidores séo
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substancias que inibem uma ampla gama de rea¢Bes enzimaticas necessérias
para preparar o DNA para o sequenciamento, como a reacao de amplificacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (MURCHIE et al., 2021). Frequentemente, 0s
inibidores enziméticos estdo presentes em concentracfes mais altas em
amostras preparadas com técnicas projetadas para maximizar a recuperacao
de DNA (fragmentos danificados, caracteristicamente curtos) (MURCHIE et al.,
2021). Os kits comerciais foram projetados com reagentes que removem 0S
inibidores das amostras, mas esses reagentes também podem remover DNA
potencialmente informativo que ja esta em baixas concentracbes (DONG et al.,
2006).

O sedaDNA ligado ao mineral é recuperado na forma de biomoléculas
curtas e disseminadas de uma ampla variedade de organismos. Isso geralmente
proibe reconstru¢cdes gendémicas de individuos a partir de amostras de eDNA,
mas pode permitir a identificacdo da presenca (e, potencialmente, auséncia e
abundancia relativa) de organismos ao longo do tempo (MURCHIE et al., 2020).
Tal afirmacdo destaca-se especialmente na andlise de amostras de testemunhos
sedimentares de fundo de lago e testemunhos de gelo (NELSON-CHORNEY et
al., 2019; VAROTTO et al., 2021). Ao longodo tempo, organismos que vivem em
ambientes lacustres tem sua matéria organica depositada no fundo de lagos, seja
por excretas ou por restos mortais (NELSON- CHORNEY et al., 2019; VAROTTO
et al., 2021). Com a deposicdo de sedimentos no fundo do lago, o material
organico € soterrado e o processo se repete ao longo do tempo. Juntando a
extracdo de eDNA com métodos de datacdo radiométrica, que permite
determinar a idade de cada parte dos testemunhos, podemos formar uma linha-
do-tempo para a regido e 0s organismos que estdo ou estiveram presentes no
local (NELSON- CHORNEY et al., 2019; VAROTTO et al, 2021). A
representacdo do processo na Figura2 detalha como aconteceria a deposicdo de
sedimento no fundo de um lago glacial junto de matéria organica de organismos

viventes no ambiente lacustre.

A datacado radiométrica funciona a partir da medicdo da meia-vida de um
respectivo isétopo, como o0 210Pb em que a meia-vida é o tempo necessario para
gue metade do numero de atomos de um isotopo se desintegre, ou seja, a

metade de sua massa. Assim, a idade de uma determinada amostra € medida a
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partir desta comparacdo. Quanto menos do is6topo original, mais antiga sera a
amostra (APPLEBY & OLDFIELD, 1983).

Figura 2 - Representagcéo de como ocorre a deposi¢cao de sedimentos no fundo
de um lagoglacial junto de matéria organica (restos mortais e fezes)

de organismos lacustres, formando uma “linha-do-tempo”das

populacdes locais.

Fonte: Autor.

O mesmo acontece para amostras de permafrost, um tipo de solo
permanentemente congelado que ocorre em regides polares, que permite a
extracdo de DNA ambiental antigoe avaliacdo da paleofauna local (MURCHIE et
al.,, 2021; WANG et al., 2021). Tais estudos ja foram realizados em algumas
regides do Artico (BELLEMAIN et al., 2013; LIANG et al.,2021; MURCHIE et al.,
2021; WANG et al., 2021), porém, ainda existe potencial para essapesquisa em

regides antarticas, nas quais nenhum estudo do tipo foi realizado até o momento.

Técnicas além da genética molecular também podem ser usadas como
biomarcadores, possibilitando avaliar a presenca de populagcdes em amostras de

sedimento. As populac¢des de pinguins antarticos como um bioindicador confiavel



do ecossistema e das mudancas ambientais foram estudadas na dltima década
(BARRIE et al., 1993). Os resultados dos estudos mostraram que as mudangas
nas populacdes podemrefletir respostas ecologicas de forma direta e indireta as
mudancas climaticas regionais e do nivel do mar (BARRIE et al., 1993). Por
exemplo, a superficie de solos ornitogénicos antigos contendo restos de pinguins
pode ser totalmente erodida e corroida por avancos glaciais ou dissolvida na
zona climatica mais Umida da Antartica maritima (EMSLIE, 2001; TATUR;
MYRCHA & NIEGODZISZ, 1997). Por outro lado, os remanescentes de
excrementos antigos de pinguins nos sedimentos lacustres proximos as
colénias de pinguins podem ser identificados por suas caracteristicas
geoquimicas (LIU et al., 2006). Portanto, essas caracteristicas geoquimicas
podem ter informacgdes sobre mudancas historicas nas populacdes de pinguins
(LIGUANG; ZHOUQING & JUNLIN, 2001; SUN; XIE& ZHAO, 2000).

Nove elementos, incluindo enxofre (S), fosforo (como P20s), céalcio (como
Ca0), cobre (Cu), zinco (Zn), selénio (Se), estroncio (Sr), bario (Ba) e flor (F)
foram encontrados e significativamente correlacionados entre si nos sedimentos
alterados por guano de pinguins (LIGUANG et al., 2004; LIGUANG,;
ZHOUQING & JUNLIN, 2001; SUN; XIE &
ZHAO, 2000). Esses chamados “bioelementos” de pinguins séo significativamente
maioresnos sedimentos impactados pelos guanos dos pinguins do que naqueles
nao afetados (LIGUANG et al., 2004; LIGUANG; ZHOUQING & JUNLIN, 2001;
SUN; XIE & ZHAO,
2000). Como esses elementos de guano de pinguim quase ndo sdo moveis nos
sedimentos de lagos da Antartica, sua presenca pode ser um importante sinal
geoquimicopara indicacdo de impacto de excrementos de pinguins em solos na
Antértica (SUN; XIE & 2001; SUN; XIE & ZHAO, 2000). Embora os niveis desses
“bioelementos” tenham sido usados para identificar a entrada de guano e para
reconstruir as mudancas historicas de colénias de pinguins, incluindo
populacdes, abundéancia e diversidade de vegetacdo nas areas abandonadas por
pinguins (LIGUANG et al, 2004), a origem da matéria organica e estes
“bioelementos” em sedimentos de lagos ainda precisam ser explorados (LIU et
al., 2006).

O uso de is6topos de C e N em sedimentos de lagos pode desvendar o

mistério sobre a origem dessa matéria organica. Os is6topos de nitrogénio e
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carbono podem ser importantes para estudar a funcdo do ecossistema e a
ecologia animal, pois fornecem informacdes distintas sobre a origem, formacgéo e
caminhos de diferentes materiais biolégicos (WADA; MIZUTANI & MINAGAWA,
1991). Como esses isGtopos seguem o caminho do carbono e nitrogénio
assimilados nos organismos (TIESZEN & FAGRE, 1993), eles foram aplicados
para rastrear as origens e a migracéo da vida selvagem (CHAMBERLAIN et al.,
1997; HOBSON, 1999), e para examinar a troca de energia e nutrientes entre 0s
ecossistemas, especialmente na interface oceano-terra (COCKS; BALFOUR &
STOCK, 1998; COCKS; NEWTON & STOCK, 1998).

Liu e colaboradores (2006) observaram que solos ornitogénicos
(influenciados por excretas de aves) possuem uma maior quantidade de
nitrogénio (N) organico, mostrando uma grande influéncia das excretas de
pinguim, ricas em nitrogénio, no ambiente local. Ao mesmo tempo, um aumento
no nuamero de pinguins em uma determinada area também influencia a
vegetacdao local, o pisoteamento e a grande quantidade de excreta toxica diminui
ou elimina totalmente a populacéo de plantas presente nos espacos de pinguineira
(LIU et al., 2006). Esses mesmos autores também mostraram que os valores de
015N estdo significativamente e positivamente correlacionado com 0s
“bioelementos” presentes no guano de pinguins, criando uma relacdo entre a
presenca de pinguins com a presenca de valores mais elevados de &15N. A
conclusdo acima é ainda apoiada por uma correlacdo inversa entre os valores de
013C e 015N. Vegetacdo antartica, como musgos, liguens e algas de lago
geralmente tém menos 815N, mas 613C mais pesado do que os de excrementos
de animais. Logo, os altos valores de 815N e baixos de &13C valores nos
sedimentos indicam um decaimento na influéncia de pinguins no ambiente (LIU
et al., 2006).
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2.1 Objetivos

2.1.1 Objetivo Geral

2.1.2

Analisar o uso de eDNA como uma ferramenta para avaliar flutuacbes

depopulacdes de pinguins na Antartica.

Obijetivos especificos

Extrair e amplificar eDNA em amostras sedimentares.
Analisar 13C e 815N em testemunho sedimentar e excretas de pinguins no

sentidode avaliar a possivel presenca de guano nas amostras
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2.2 Material e Métodos

2.3 OPERANTAR XXXVI — Amostras Ponta Turret (Verao 2018/2019)

O testemunho de Ponta Turret do fundo de um lago glacial, no lado leste da
llha ReiGeorge, préximo a llha Pinguim (62°5S 57°55W), foi coletado dentro das
atividades da OPERANTAR XXXVI durante a temporada de verdo antartico
2018/2019 (Figura 3).

Figura 3 — Mapa detalhado de Ponta Turret a ocorréncia das espécies de

vertebrados que habitam a regido, assim como a localizacdo do

ponto de coleta do testemunho (e).

RN £ PONTA TURRET

21 Pinguim-gentoo
£ Pinguim-de-barbicha

E Trinta-reis-antartico
Bigua-das-shetland

=

. 0 .
T [ Petréis-gigante

N 50 metres =

—| Elefantes marinhos Lago Glacial

Fonte: Modificado da Secretaria do Tratado Antartico.

Ponta Turret € caracterizada pela presenca de diversos vertebrados
antarticos, como 0s pinguim-adélia, pinguim-de-barbicha, o trinta-réis-antartico, o
bigud de shetland, os petréis-gigante e os elefantes marinhos. Ainda se pode

observar a presenca de muitaséareas livres de gelo, com rochas expostas e uma
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alta presenca de musgos e liquens antarticos (Figura 4). O local de coleta da
amostra fica situado na parte de baixo de um planalto, no qual é situada uma

colonia de pinguins-gentoo (Figura 5).

Figura 4 — Vegetacdo de musgos e liquens é encontrada por toda a

regido de Ponta Turret.

Fonte: Secretaria do Tratado Antartico.



Figura 5 — Local de coleta do testemunho no lago de derretimento,
localizado na parte debaixo de um planalto com a presenca de

pinguins.

Fonte: Anna Beatriz Oaquim
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2.4 Extracao de DNA

O testemunho sedimentar foi dividido em 23 partes, cada uma com
aproximadamente 1 cm de largura, e depois reservados para posterior extracao
de DNA eanalises complementares.

O DNA ambiental contido nas amostras foi extraido utilizando o kit
DNeasy PowerSoil® Pro (QIAGEN).

2.5 Reacgéo de polimerizagao em cadeia (PCR)

Aliquotas contendo 2 uL de DNA total em concentracdo minima de 10 ng/uL
foramacondicionadas em tubos especificos para a realizacéo da reacao de PCR.
Os primers utilizados foram confeccionados pelo autor, sendo especificos para a
identificacdo de bactérias em amostras de eDNA. Eles amplificam uma parte do
gene mitocondrial 16S. As sequéncias dos primers sdo: 27F (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1392R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’).
Para a reacdo de PCR, adicionou-se 5,0 yL de tampao Platinum 4x (Applied
Biosystems), 1,0 yL de cada iniciador (10 uM) e 0,2 uL de Taq Platinum DNA
polimerase (Applied Biosystems), 11 yL de agua milli-Q, além de 2 uL de DNA,
em volume final de 20 pL. A amplificagao foi realizada em termocicladores Veriti
(Applied Biosystems) com base nas condi¢cdes termociclicas apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2 - Condi¢cbes termociclicas utilizadas nas reacdes de

amplificacdo da regido 16Sdo DNA mitocondrial.
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Temperatura Tempo Ciclos
90 °C 2 minutos
90 °C 30 segundos
52 °C 40 segundos 30 ciclos
72 °C 1 minuto
72 °C 10 minutos

Para avaliar o sucesso do processo de amplificagéo, os produtos de PCR



foram aplicados em gel de agarose a concentracdo de 1,5% e separados por

eletroforese em média tensdo (110V por 30 minutos).

2.6 Analises de is6topos estaveis

Para cada uma das camadas de sedimento, analises isotdpicas de
carbono e nitrogénio foram performadas, com ajuda do Laboratério de Ciéncias
Ambientais; Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense. As 23 amostras de cada sedimento e 3 amostras de fezes de
pinguim foram secas e moidas em p6. Cerca de 10 g de amostra pulverizada
foram queimados a ~ 900 °C para produzir gases CO2 e N2. As composicdes
isotopicas de carbono e nitrogénio e dos gases CO:2 e N2 resultantes foram

determinados utilizando Espectrémetro de Massa de Fluxo Continuode Gas.

2.7 Taxa de sedimentacao de lagos glaciais da llha Rei George

Sem a possibilidade de realizar a datacdo por isotopos, utilizamos dados
de outroslagos glaciais de regides proximas como referéncia. A partir da datacéo
ja conhecida desses outros lagos e a sua média de sedimentacdo anual,
conseguimos gerar uma datacdo aproximada para o testemunho coletado na
Ponta Turret (EVANGELISTA et al., 2023) (Figura 6).
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Figura 6 — a. Mapa com as localiza¢des de lagos glaciais da llha Rei

George com datacdo sedimentar ja conhecidas. b. Nome

das localidades, coordenadas e tamanho do sedimento

retirado.

‘Antarctica

Drainaige Core
bacin
5,6,7
B 4
23
D] 1
Ice Front
Il 1995-2000
3 1988-1995
=3 1979-1988
[ 1956-1979
58;‘30’ 58°21"
Site Location Latitude Longitude  Sediment core Site
ID (°S) {°W) length {ecm) characteristics
01 Hannequin Point 62°07'18" 058°23'45" 8 Water Melting Pond
02 Patelnia A 62°13'9” 058°28'12" 22 Proglacial Lake
03 Patelnia B 62°13' 3”7 058°28'6" 15 Proglacial Lake
04 Agat Point B 62°10'8” 058°26'8" 16 Proglacial Lake
05 Sphinks Glacier front A 62°10'9” 058°26'8" 15 Proglacial t Lake
06 Sphinks Glacier frontD 62°11'6” 058°43'9” 26 Water Melting Pond
07  Glacier Sphinks front E = 62°11'6" 058°26'37" 23 Water Melting Pond
08 Bellingshausen 62°10°46" (058°54'39" 38.5 Proglacial Lake

Glacier front

Fonte: Adaptado de EVANGELISTA et al., 2023.
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2.8 Resultados

2.9 Amostras de Ponta Turret

A extracdo de DNA do testemunho foi realizada com sucesso, obtendo
alguma quantidade de DNA na maioria dos segmentos da amostra. N&o foi

obtido sucesso na amplificagdo de eDNA de pinguim.

Entretanto, a amplificacdo de eDNA de bactérias e archeas, com 0 uso
da regido do genoma mitocondrial 16S (Figura 7) foi realizada com sucesso,
levantando a possibilidade de um sucesso na amplificacdo de DNA de

vertebrados, caso a amostra tivesse sido preservada corretamente.

2.10 Datagao aproximada a partir da taxa de sedimentacgao de lagos glaciais

Com os dados de datacbes de lagos glaciais similares e proximos da
Ponta Turret foi possivel chegar em uma média da taxa de sedimentacdo anual
de 0,3m em lagos glaciais na Ilha Rei George (Evangelista et al., 2023). A partir
disso, podemos inferir os periodos aproximados para algumas porcdes do
testemunho utilizadas no presente estudo. A datacdo aproximada usando a taxa
de sedimentacdo anual para o testemunho da Ponta Turret podem ser

observados na Figura 7.
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Figura 7 - Testemunho de fundo de lago
coletado na Ponta Turret dividido por
centimetro e data aproximada dos
segmentos do testemunho.
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Legenda: Na segunda coluna se encontra a quantidade
de DNA encontrada em cada segmento, enquanto na
terceira, o sinal “+” indica a presenca de uma
amplificacéo para 16S de bactérias/archea.

Fonte: o autor

2.11 513C e 815N

A medicao de 613C e 815N na amostra de testemunho de fundo de lago da
Ponta Turret foi realizada com sucesso. Os valores de cada porcdo de
profundidade podem ser encontrados na Tabela 2. A média encontrada para os
valores de 613C e 015N nas excretas de pinguim sdo -27.86 e 23,5,
respectivamente.



Tabela 3 — Medidas de ©13C e 615N encontradas
no testemunho sedimentar da PontaTurret, IIha Rei
George, Antértica, separados por profundidade.

Profundidade 513C 515N Ntotal(%) Ctotal(%)

lcm -23.6 16.4 1.01 6.56
2cm -23.5 15.3 1.13 8.62
3cm -23.5 15.4 1.06 8.15
4cm -23.8 155 0.98 7.28
5cm -24.1 16.1 0.59 3.56
6cm -23.8 15.5 0.66 3.95
7cm -24.1 15.1 0.37 2.22
8cm -23.8 14.7 0.32 2.09
9cm -23.7 15.2 0.47 3.12
10cm -23.3 13.3 0.52 3.30
1lcm -23.3 13.6 0.44 2.79
12cm -23.4 14.1 0.38 2.41
13cm -23.6 14.8 0.32 2.08
1l4cm -23.4 13.4 0.34 2.13
15cm -23.8 125 0.33 1.95
16cm -23.6 12.8 0.41 2.46
17cm -23.8 12.6 0.41 2.38
18cm -23.8 10.9 0.41 2.38
19cm -23.8 11 0.46 2.38
20cm -24.2 11.9 0.51 2.76
21lcm -23.8 11.9 0.46 2.86
22cm -24 15.7 0.52 2.86

23cm -26 17.7 5.21 17.51




2.12 Discussao

2.13 813C e 515N em sedimentos ornitogénicos e a variagao populacional de

pinguins antarticos

A partir do estudo feito por Liu e colaboradores. (2006), podemos fazer
algumas observacbes dos valores encontrados na amostra coletada para o
presente estudo na Ponta Turret. Conforme contemplado nas Figuras 8a e 8c,
obtivemos valores de 813C e 815N com uma correlacdo inversa em dois instantes.
O primeiro ocorre nas camadas mais superficiais (1993-2018), onde observamos
um aumento na quantidade de 613C e uma diminuicdo de 815N. De acordo com
Liu e colaboradores (2006), isso poderia evidenciaruma reducéo populacional de
pinguins viventes no ambiente lacustre, porém, o mesmo n&o é confirmado pela
guantidade total de C e N nas amostras (Figuras 8b e 8d). Durante 0 mesmo
periodo ambos os isotopos estdo em quantidades mais elevadas, evidenciando
um aumento na quantidade de N e C total no sedimento. Contudo, nem sempre o
valor deN total aumenta com a razdo de 615N. No estudo de Galimov (2000)
para liquens e musgos antarticos, valores de 815N e $13C aumentam e diminuem
sem ter uma relacdodireta com a quantidade total de N e C, sem tornar evidente
uma relacdo de aumento proporcional entre as duas medidas. O mesmo é
observado em camadas mais profundas(1908-1950), nas quais também existe a
correlagao inversa entre os valores de 815N e 613C, com uma diminuicdo de
015N em um aumento de 613C, acompanhado de um acrescentamento de

ambos N e C totais em relacédo a periodos anteriores.

Figura 8 — Valores de 615N, 813C, Ctotal e Ntotal encontrados no

testemunho sedimentar de Ponta Turret.
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Legenda: (a) FlutuagcBes dos valores de ©13C (%0) has camadas do testemunho

sedimentar. (b) Flutuagdes dos valores de Ctotal (%) nas camadas do testemunho

sedimentar. (c) FlutuacBes dos valores de 815N (%o0) nas camadas do testemunho

sedimentar. (d) FlutuacBes dos valores de Ntotal (%) nas camadas do testemunho

sedimentar. (e) FlutuacBes dos valores de eDNA (ng/yuL) nas camadas do

testemunho sedimentar. Linhas pontilhadas em vermelho representam as médias

dos valores totais deC e N em liqguens e musgos antarticos (GALIMOV et al., 2000).

Linhas pontilhadas em azulrepresentam a média do valor encontrada em fezes de

pinguim.

Fonte: o Autor

Ambos, solos ndo-ornitogénicos e fezes de pinguim, possuem valores altos de
013C (Figura 8a), levantando duvidas sobre as afirmacdes feitas por Liu e
colaboradores (2006)em que se conclui que ocorre uma diminui¢cdo de 813C em
periodos de mais abundancia populacional de pinguins. Com ambas as médias
sendo altas, se torna impossivel afirmar se qualquer flutuacdo para baixo seria
pela falta de influéncia do guano e uma entrada de C proveniente de vegetacéao,
ja que as fezes também possuem um alto valor de 613C, podendo elevar as
medidas na amostra sedimentar. Para 815N, existe uma distin¢do clara na média da
guantidade do isétopo encontrada em solos ndo-ornitogénicos e o quanto é
encontrado em fezes de pinguim (Figura 8c). A influéncia do guano é
demonstrada pelo desvio em dire¢cdo a média de 815N encontrada nas excretas

do animal, assinalando umamudanca de plantas para guano de pinguim como
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fonte de N no sedimento, confirmando as observacdes feitas por Liu et al., 2006.

O trabalho de Galimov (2000) com musgos e liquens, distingue uma média
de 0,3%de Ntotal para solos com alta influéncia de vegeta¢cBes antarticas e sem
a presenca de pinguins. Conforme observado, algumas camadas do sedimento
demonstram valores de Ntotal consideravelmente mais elevados nas amostras
em relacdo aos solos observados por Galimov, 2000. Pode-se ressaltar que,
durante periodos mais antigos (1908-1950), ocorreu uma diminuicdo na entrada
de N no sedimento, talvez influenciado pela diminui¢cio populacional de pinguins
no entorno do lago e, por consequéncia, uma diminuicdo na quantidade de
guano, rico em N, que chega ao fundo lago, deixando mais proximo de valores
encontrados em ambientes de solos n&do ornitogénicos (0,3%, em média,;
GALIMOV, 2000). Desta forma, um novo aumento recente (1993-2018) pode ser
observado na quantidade total de N no ambiente, aumentando a um maximo de
1% até a camada mais superficial, significativamente superior aos valores
encontrados em solos sem a influéncia de uma fonte rica em N, tendendo mais
aos valores encontrados em fezespinguim, em torno de 6%. Esse aumento pode
ser a influéncia da presenca de pinguins em torno do lago apos um declinio
observado anteriormente, esse acréscimo também é evidenciado pela presenca
atual de espécies no local. Vale destacar que, assim como N, 0 guano também
possui um alto valor de C organico, em média, 26,75%, e sua presenca também
parece influenciar a quantidade de Ctotal encontrado nas amostras, evidenciado
por uma média baixa de Ctotal em solos ndo ornitogénicos (3%; GALIMOV,
2000). Portanto, os valores mais elevados de Ctotal nas camadas superficiais (5-
lcm), também podem ser levados como evidéncia de um crescimento
populacional de pinguins nesses respectivos periodos. No entanto, ao contrario
do que foi observado com Ntotal, o Ctotal das amostras mais profundas (1908-
1950) acompanha a média encontrada em solos naoinfluenciados por guano, nao

demonstrando o possivel tamanho populacional mais elevado para o periodo.

Na Figura 8e, podemos observar que as flutuacbes de DNA no sedimento
seguem 0 mesmo padrdo observado para as medidas de Ctotal (Figura 8b) e
Ntotal (Figura 8d). Asmedidas possuem valores mais elevados em camadas mais
profundas, seguido de um decaimento em divisdes intermediarias e finalmente

um novo aumento na quantidade de DNA a partir dos 7cm e seguindo um
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crescimento exponencial até a camada mais superficial. Com isso, € possivel
sugerir que a quantidade elevada de DNA nas camadas que coincidem com 0s
valores dos isétopos elevados seja proveniente da influéncia de pinguins ou
outras aves no ambiente. Essa influéncia se daria pela quantidade de guano
depositada, que consequentemente deixaria 0 ambiente mais propicio para a
formacdo de coldnias de bactérias (KIM et al., 2012), gerando um aumento na
guantidade de DNA bacteriano encontrado.

As espécies de pinguim encontradas na Ponta Turret sdo os pinguim-de-
adélia, os pinguim-gentoo e os pinguim-de-barbicha (SUN et al., 2002). As trés

apresentam variagdespopulacionais diferentes nas Ultimas décadas (Figura 9).
Figura 9 - Variacdes populacionais para as espécies de pinguins

encontradas naregiao da Ponta Turret (1975-2005).
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Legenda: Linhas pontilhadas em vermelho representam as médias dos valores
totais de C e N em liqguens e musgos antérticos (GALIMOV et al., 2000). Linhas
pontilhadas em azul representam a média do valor encontrado em fezes de
pinguim.

Fonte: Adaptado de McClintock; Ducklow & Fraser, 2008.
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Em geral, as populagbes dos pinguim-de-adélia estdo diminuindo na
Antartica. Parapinguins-de-barbicha, a tendéncia populacional parece manter uma
estabilidade (Figura 9) (MCCLINTOCK; DUCKLOW & FRASER, 2008). Assim, o
resultado obtido ndo condiz como que é dito sobre as espécies na literatura.
Contudo, as tendéncias populacionais de pinguins em um Unico local séo
vulneraveis a processos estocasticos e insuficientes para avaliar os efeitos de
longo prazo da mudanga ambiental (CHE-CASTALDO et al., 2017; DUGGER et
al., 2010). As populagbes de pinguins expandem-se onde a produtividade
primaria é persistentemente alta e ocorre comumente em areas sem extenso gelo
marinho no verdo, que pode bloquear o acesso a colénia durante a primavera
austral (CASANOVAS et al., 2015). Esses autores citam a Baia de Marguerite,
uma regido ao sul da Peninsula Antéartica, onde a perda de gelo marinho
decorrente de mudangas aumentou 0 acesso a colonia para reprodugédo, mas
também resultou na reducéo da disponibilidade de alimentos para os predadores
especializados em krill. Apesar disso, a regido beneficia-se de uma produtividade
primaria consistentemente alta, e isso atenua as perdas regionais de habitatde
krill devido ao declinio anual da cobertura de gelo marinho. O mesmo parece
acontecerna llha Rei George, onde também existe um alto valor de produtividade
primaria, decorrente do derretimento de geleiras durante o verdo (KHIM et al.,
2001; YANG, 1990). Além disso, a diminuicdo do gelo marinho provavelmente
permite que 0s pinguins-de- adélia recuperem qualquer diminuicdo nha
disponibilidade de presas com um esforco de forrageamento reduzido e com
maior eficiéncia devido ao acesso a aguas abertas. E possivel que a reducéo
continua do gelo marinho exceda o limite no qual o beneficio do acesso a colbénia
€ superado pela perda concomitante de presas (CASANOVAS et al.,, 2015).
Portanto, o possivel recente aumento populacional de pinguins-de-adélia na
Ponta Turret ndo estd acompanhando a dindmica populacional demonstrada na

literatura para aPeninsula Antartica.

Para pinguins-gentoo, a tendéncia populacional observada é de um
crescimento que comeca entre 1990 e 1995, aumentando exponencialmente nos
anos seguintes até 2005 (Figura 8). Pode-se observar nos graficos apresentados
na Figura 7 e 8 que esse acréscimo coincide com a curva encontrada para a
quantidade de DNA, Ntotal e Ctotal no testemunho sedimentar (1993-2018).
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Como destacado anteriormente, esse crescimento populacional pode ser
relacionado com o aumento de regides livres de gelo em decorrénciade mudancas
climaticas, algo preferivel pela espécie, aumentando a disponibilidade de areas
favoraveis para a construcdo de ninhos (FORCADA & TRATHAN, 2009). O
resultado observado parece indicar 0s pinguins-gentoo como a espécie
predominante na regido do lago glacial da Ponta Turret, com uma sincronia bem
definida entre as medicdes de is6topos e DNA e com as variagbes populacionais
ja observadas na literatura. Logo, o acompanhamento da curva de eDNA com as
flutuacdes observadas provenientes de metodologias biogeoquimicas e de
levantamentos populacionais ja estabelecidas naliteratura demonstram uma parte
do potencial do seu uso como mais uma ferramenta util no monitoramento de

espécies antarticas.

2.14 Bactérias como biomarcadores de pinguins antarticos

Apesar do resultado negativo em achar eDNA de vertebrado no
testemunho retirado da Ponta Turret, a presenca do gene 16S de bactérias na
amostra pode ser determinante para avaliar a presenca de pinguins na regido. Ao
contrario das células de vertebrados, células bacterianas possuem parede
celular, ajudando o material genético aser conservado mesmo em condi¢cdes nao
ideais de preservacdo das amostras (TABERLET et al., 2018). A deposicao de
grandes quantidades de guano provenientes de colonias de pinguins tem forte
influéncia nas propriedades fisico-quimicas em solos antarticos, produzindo um
tipo de solo especial, chamado de solo ornitogénico (HOFSTEE et al., 2006).
Microrganismos sao cruciais na decomposicdo e mineralizagdo de matéria
organica nesse tipo de solo, e uma maior atividade microbiana pode estar
relacionada como aumento de carbono organico e nitrogénio organico em solos
antarticos (YERGEAU et al., 2007). A comunidade bacteriana de solos
ornitogénicos € muitas vezes influenciada pela presenca de nutrientes

provenientes do guano de pinguim (KIM et al., 2012).

Estudos realizados com solos antarticos encontraram os filos Firmicutes,
Bacteroides e Proteobacteria como as comunidades de bactérias mais
abundantes em solos provenientes de pinguineiras (KIM et al., 2012; MA et al.,
2013; WANG et al., 2015; GUO et al.,, 2018; YEW et al., 2018). O guano de
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pinguim possui uma alta concentracdo de nitrogénio na forma de &cido Urico e
NHsN. A oxidacdo de amonia, a primeira etapa limitante da nitrificacdo, é
realizada por bactérias oxidantes de amodnia do filo Proteobacteria. Assim, a alta
proporgdo de Proteobacteria ocorreu nestes perfis de solo provavelmente devido
a uma grande quantidade de aporte de nitrogénio de guano de pinguim (MA et
al., 2013). Além do nitrogénio, pinguins também s&o contribuidores importantes
de outros compostos em ambientes terrestres, como o carbono organico e
fosforo, necessérios para o desenvolvimento de solos ornitogénicos (SPEIR;
COWLING, 1984). Apesar de ja ter sido observado o estabelecimento de
microorganismos intestinais em mamiferos (FAEDO et al., 2002) e de cupins
(OTANI et al., 2016) em solos, ainda ndoexiste uma correlacéo direta entre as
bactérias presentes no trato gastrointestinal dos pinguins com as comunidades

de bactérias presentes em solos antarticos (YEW et al., 2018).

Assim, com a dificuldade de encontrar eDNA de vertebrados, a presenca
dos filosde bactéria mencionados anteriormente também pode servir como um
indicador para a presenca atual ou no passado de colbnias de pinguins antarticos
ou outras aves na regidoamostral. Logo, em um estudo posterior para a analise
das comunidades de bactérias presentes na amostra do testemunho de lago
glacial da Peninsula Turret ainda seria possivel determinar a presenca ou nao

de coldnias de pinguins através de um gradientede tempo.

2.15 CONCLUSOES

O presente estudo teve sucesso em extrair e amplificar eDNA de
amostras sedimentares, e relacionar flutuacbes de DNA de bactérias com
marcadores biogeoquimicos.

Na amostra utilizada no presente estudo, pode-se observar que a
tendéncia populacional mostrada pelos pinguim-gentoo na Peninsula Antartica,
melhor reflete o resultado apresentado. Assim, se tornando mais evidente 0 uso
de eDNA como uma formade observar mudancas populacionais de pinguins em
ambientes glaciais lacustres. A utilizacdo dessa técnica junto de ferramentas
biogeoquimicas, pode diminuir incertezas ou vieses gerados pela utilizacdo de
somente uma metodologia.

Apesar do insucesso em amplificar eDNA de pinguins, algumas familias

de bactérias podem ser associadas aos solos por onde pinguins e focas se
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encontram, podendo servir como um biomarcador para a presenca desses
animais.

Um futuro estudo, utilizando andlises metabarcoding, pode fornecer as
informacdes necessérias para relacionar diretamente o eDNA encontrado nessas
amostras com as familias de bactérias associadas a solos ornitogénicos. Assim
como, a utilizacdo de amostras em um melhor estado de preservacao para a

possivel amplificacdode material genético de pinguins.
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3 DETECGAO DE eDNA DE PINGUIM-DE-ADELIA (Pygoscelis adeliae) EM
AMOSTRAS DE SOLO ANTARTICO

Introducgao

3.1 Continente antartico e sua biodiversidade

Apesar das condi¢cdes extremas, a Antartica abriga uma grande variedade
de organismos, incluindo espécies de micro-organismos, invertebrados e
vertebrados que dominam seus ambientes marinhos e terrestres, e exibem uma
diversidade de estratégiasecofisioldgicas que os possibilitam sobreviver, colonizar
e mesmo florescer neste ambiente biologicamente hostil e extremo (WAUCHOPE
et al., 2019). A biodiversidade terrestre na Antartica estd predominantemente
presente em areas livres de gelo permanente, entre 0,2e 0,5% da area total do
continente (WAUCHOPE et al.,, 2019). A diversidade de metazoarios nos
sistemas antarticos terrestres, assim como em diversos outros, é determinada
pela disponibilidade de agua e energia (CHOWN et al., 2015). A temperatura
também possui papel importante, ditando a disponibilidade de agua liquida nos
ambientes (CONVEY et al.,, 2014). Em escalas menores, espécies também
podem ser afetadas por parametros de solo, como disponibilidade de carbono e
nitrogénio (CONVEY et al., 2014).

Em areas terrestres antarticas a diversidade de plantas e vertebrados é
relativamente baixa, porém, a abundancia de liquens, bridfitas, invertebrados e a
microbiota é substancial (CHOWN et al., 2015). Cerca de 44% das espécies de
passaros, plantas, liguens e invertebrados ocorre nas Areas Antarticas
Especialmente Protegidas (ASPA — Antarctic Specially Protected Area), porém,
de todas as espécies que ocorrem em ASPAs, 52% sO ocorrem em uma delas
(TERAUDS et al., 2016). As ASPAs estédo inseridas em Regides Biogeograficas
de Conservacdo Antértica, definidas por suas comunidades bioldgicas, clima e
caracteristicas ambientais (Figura 10). Essas ecorregides proporcionam um
retrato Util na representacdo da diversidade de espécies e comunidades na
Antartica (TERAUDSet al., 2016; WAUCHOPE et al., 2019).
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Figura 10 - As éareas livres de gelo da Antartica divididas em

16 Regides Biogeograficas deConservagéo
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Legenda: A porcentagem de espécies em cada ecorregido que
ocorrem dentro de ASPAs estdo representadas pelas porcentagens
fora dos parénteses. A porcentagem entre parénteses representa o
namero de espécies que ocorrem em ASPAdentro de cada regido,
em relacdo a todas as espécies Antérticas. Fonte: Modificado de
WAUCHOPE et al., (2019) e TERAUDS et al., (2016).

No caso dos ambientes antarticos oceéanicos, as teias alimentares
caracterizam-se pelos organismos mais conhecidos como as focas, baleias,
elefantes e lobos marinhos, pinguins, albatrozes, skuas, dentre outros (CHOWN

et al.,, 2015). Até a fauna de regibes abissais sdo notaveis no continente



Antartico, sendo bem diferentes de outros locais (BRANDT et al., 2007). Por
exemplo, as fontes hidrotermais, onde em outros locais sdo conhecidas pela
presenca de poliquetas, camardes e mexilhdes, no mar profundo da Antartica
sdo caracterizados por gastrépodes gigantes, estrelas do mar, crustaceos e até
uma espécie recém-descoberta de decapode, conhecida como caranguejo-yeti
(ROGERS et al.,, 2012). Dentre todos o0s organismos antarticos, varios
possibilitam seu uso no monitoramento do funcionamento dos ecossistemas
antarticos e na avaliacdo dos efeitos das mudancas climéticas globais nestas
regibes, como € o caso de diversas espécies de microrganismos e algumas
espécies de invertebrados e vertebrados como, por exemplo, as populacdes de
pinguins (HAWKINS, 2018; WAUCHOPE et al., 2019).

3.2 Familia Spheniscidae e as ameacgas as suas populagoes

A familia Spheniscidae €& a Unica vivente dentro da ordem dos
Sphenisciformes, caracterizada pelo grupo de aves conhecido como “pinguins”,
compreendendo um total de 16 espécies dentro de 6 géneros (TSUDA et al.,
2001), sendo 7 destas com ocorréncia nocontinente antartico e compondo cerca
de 90% da biomassa total da avifauna da regido (CROXALL; TRATHAN;
MURPHY, 2002).

Os Spheniscidae ocorrem somente no hemisfério sul, no qual possuem uma
ampla distribuicdo (TSUDA et al., 2001; HICKCOK et al., 2019) (Figura 11).
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Figura 11 - Mapa da distribuicdo das espécies de pinguim.
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Sul e d. Africa do Sul e ilhas subantéarticas vizinhas. Adaptado de Hickcox et al., 2019.

Os pinguins sao principalmente conhecidos pela sua capacidade de “voar”
debaixo d’agua, principalmente na busca por alimentos, utilizando tanto
ambientes pelagicos quanto bentbnicos (KOOYMAN, 2002). As espécies de
pinguim tém como principal alimento o krill antartico (Euphausia superba), assim

como pequenos peixes e lulas (CROXALL et al., 2002).

Nas Uultimas décadas as mudancas climaticas vém diminuindo ou
aumentando as populacdes de algumas destas espécies, sendo que alguns
modelos estimam uma diminuigdo drastica ou o total desaparecimento de varias
colénias (AINLEY et al., 2010). Quatro das oito espécies de pinguim presentes na
Antértica sdo as mais afetadas pelas mudangas climaticas de acordo com a
literatura, sdo elas: Pinguins-de-adélia (Pygoscelisadeliae), pinguins-de-barbicha
(Pygoscelis antarcticus), pinguins-gentoo (Pygoscelis papua) e 0s pinguins-
imperadores (Aptenodytes forsteri) (Figura 12).
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Figura 12 - Espécies de pinguins antarticos mais ameacadas pelas

mudancas climaticas.

Legenda: A — Pinguim-de-adélia; B — Pinguim-imperador; C — Pinguim-de-barbicha; D —

Pinguim-gentoo. Fonte: www.eBird.com.

Conforme alguns estudos apontam, a tendéncia de aumento/reducéo
populacionalem pinguins tem variado de acordo com regido geografica analisada.
Como exemplo, populacdes de pinguins de adélia estdo diminuindo na
Peninsula Antartica Ocidental (PAO), apesar de apresentarem tendéncia de
estabilidade ou aumento na regido AntarticaOriental (CASANOVAS et al., 2015;
LYNCH & LARUE, 2014). O declinio populacional de pinguins-de-adélia na PAO
parece estar diretamente relacionado a cobertura de gelo marinho disponivel no
local (FORCADA; TRATHAN, 2009; LIMA; ESTAY, 2013). As populacdes de krill,
um dos principais alimentos dos pinguins-de-adélia e outras espéciesde pinguim,
estdo diretamente relacionadas com a cobertura de gelo local (LOEB et al.,
1997), estas populacdes entram em declinio quando ocorre a diminuicdo de gelo


http://www.ebird.com/

marinho em decorréncia de mudancas climaticas (MURPHY et al., 2007),

afetando assim diretamente as populacdes de pinguim.

Os pinguins-de-barbicha também apresentam variagcdo populacional de
acordo comregido geogréfica, com um declinio populacional na PAO, mas com
uma populacdo estavelnas Ilhas Sandwich do Sul (CASANOVAS et al., 2015).
Roberts e colaboradores teorizam que atividades vulcanicas podem ser a razéao
dos declinios populacionais na PAO, ja queaumentos populacionais no passado
foram interrompidos por grandes erupcdes e que resultaram na quase extingao
de diversas colonias. Por outro lado, populacbes de pinguins-gentoo estao
aumentando na PAO, indo cada vez mais para o sul de sua distribuicdo atual
(LYNCH et al., 2012). Curiosamente, a redugéo do gelo antarticoaumenta o nicho
dos pinguins-gentoo, ja que a espécie prefere regides rochosas livres degelo e
regibes maritimas livres de gelo conectadas a arquipélagos (FORCADA &
TRATHAN, 2009). Da mesma forma, 0s pinguins-imperador, assim como os de
adélia, sdoespécies que precisam de gelo obrigatoriamente, assim, tiveram suas
populacbes contraidas em decorréncia das mudancas climaticas, se
concentrando em regibes com mais gelo em direcdo ao polo sul (FORCADA &
TRATHAN, 2009).

Os pinguins-imperador praticamente desapareceram ao noroeste da
Peninsula Antartica e diminuiram em 50% na Terra Adélia em decorréncia de uma
abrupta diminuicdona sobrevivéncia de adultos durante os anos 70, um periodo
em que a temperatura local aumentou e ocorreu uma diminuicdo drastica na
cobertura de gelo antartico (BARBRAUD & WEIMERSIRCH, 2001). Barbraud &
Weimersirch, (2001) obtiveram um resultado inesperado em seus estudos,
sugerindo que a quantidade de cobertura de gelo nas regides onde ocorrem 0s
pinguins-imperador tem efeitos opostos nas populacfes da espécie. Durante o
inverno, a quantidade de gelo marinho afeta negativamente as chances de
eclosdo de ovos, aumentando a distancia entre a colénia e o local de
forrageamento (BARBRAUD & WEIMERSIRCH, 2001). Por outro lado, a presenca
de gelo maritimo o anotodo favorece a espécie trazendo uma abundancia maior
de alimento, como ocorre com o0s pinguins-de-adélia (BARBRAUD &
WEIMERSIRCH, 2001). Porém, Barbraud & Weimersirch (2001) argumentam

gue os beneficios de uma maior extensdo de gelo maritimo superam as
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desvantagens de uma fecundidade reduzida.

Desta forma, fica evidente que devido as modificacbes dos padrbes
climaticos observados na regido ao longo dos ultimos que, em Ultima analise, vao
influenciar a disponibilidade de habitat para estas espécies, estas
colénias/populacdes apresentam umcarater temporal que se relaciona com estas

alteracoes.

Uma das formas de buscarmos o entendimento destes ciclos de
colonizacdo para estes habitats ¢é mapearmos no tempo o0
surgimento/desaparecimento destas colénias comtécnicas moleculares como, por
exemplo, o uso do DNA ambiental em um gradiente temporal sedimentar. Assim,
podendo correlacionar a flutuacdo dessas populacdes com alteragdes climaticas,

possibilitando entender como as espécies sao afetadas por essas variacoes.

3.3 DNA Ambiental (eDNA)

O desenvolvimento recente das pesquisas na area de Geogenética utiliza o
DNA ambiental (eDNA) como uma ferramenta valiosa de prospecc¢ao a avaliagao
de problemasrelacionados a biodiversidade (MINAMOTO et al., 2012; WILCOX et
al., 2018: LIU et al., 2020).

Usado pela primeira vez por Ogram e colaboradores em 1987, o eDNA
geralmente refere-se a qualquer material genético coletado de uma amostra
ambiental. Conforme um organismo interage com seu ambiente, é possivel que
seu material genético figue conservado no ambiente, através de fezes, pelos,
dentre outros vestigios(HOWELL; LARUE & FLANAGAN, 2021). Segundo estes
autores, este DNA pode ser detectado em diversos tipos de amostras como, por
exemplo, agua, solo e sedimentos. Devido ao fato do eDNA encontrar-se em
diversos estados de preservacdo, eventualmente ndo mais protegido por uma
estrutura celular, como a parede celular bacteriana (TABERLET et al., 2018), sua
extracdo de amostras ambientais ndo € simples, ja que DNA extracelular se
degrada relativamente rapido e, por isso, a preservacao apropriada da amostra

coletada é extremamente importante (COLLINS et al., 2018).

A analise do eDNA pode ser abordada de duas maneiras, dependendo

do tipo de estudo que precisa ser realizado (TABERLET et al.,, 2018). Lidando
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com somente a deteccdo de uma espécie, o emprego da técnica de DNA
barcoding se torna possivel (FICETOLA et al., 2008; ARDURA & PLANES, 2017).
Usando primers especificos de umaespécie, o0 DNA barcoding permite identificar
um organismo através de uma “identidade” presente no genoma mitocondrial da
espécie, comumente empregando genes mitocondriais como o gene COX1
(HEBERT et al., 2003). Porém, também ha argumentospara a utilizacéo da regiao
no estudo com metabarcoding. A regido é a mais disponivel embanco de dados,
com milhdes de sequéncias publicamente disponiveis para milhares de espécies
diferentes, sendo consideravelmente maior que qualquer outro marcador
genético na literatura (ANDUJAR et al., 2018). A alta taxa de mutacéo da regido
também permite a deteccdo de variacbes intraespecificas, melhorando a
capacidade de distinguir espécies intimamente relacionadas e espécies cripticas
(CANDEK; KUNTNER, 2015). Essa capacidade de analisar mudancas
intraespecificas utilizando o gene COX1 esta sendo amplamente usada na
literatura para verificar variacdes genéticas dentro de uma mesma espécie
(BUCKLIN; STEINKE; BLANCO-BERCIAL, 2011; GOODALL- COPESTAKE;
TARLING; MURPHY, 2012).

O uso da regido COX1 pode ser utilizada para linhagens mais especificas
em analises, onde 650pb sédo utilizados na identificacdo de espécies (HEBERT et
al., 2003). No entanto, devido a alta degradacdo do DNA no ambiente, regides
menores que ainda conseguem realizar a identificacdo de espécies tornam mais
facil a amplificacdo de material genético da espécie, diminuindo a chance de um
falso-negativo em amostras ambientais, e por consequéncia gerar resultados

errdbneos no monitoramento de espécies(JO et al., 2017).

Este tipo de estudo é considerado como ‘ndo invasivo’ e ‘ndo disruptivo’,
pois pode ser realizado sem contato direto com os taxons alvo (LEFORT et al.,
2019). Isto é especialmente importante na Antéartica, dado que o continente néao
tem populacdo humana nativa, e a vida selvagem apresenta-se suscetivel e
responsiva as atividades antropicas que la se desenvolvem desde o inicio de seu
periodo de exploracdo como, por exemplo, a perturbacdo causada por
pedestres/turismo, a perturbacdo veicular e a perturbacdo relacionada as
atividades de pesquisa (COETZEE & CHOWN, 2016).

Neste sentido, o uso do DNA ambiental apresenta-se como uma importante
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ferramenta para o monitoramento de espécies de interesse, uma vez que
possibilita a investigacdo de fendmenos e processos recentes bem como o
acompanhamento temporal dos efeitos das mudancas climaticas globais nas
populacBes destas espécies (JARGENSEN et al., 2012; BELLEMAIN et al., 2013;
GIGUET-COVEX et al., 2014).



3.4 OBJETIVOS

3.4.1 Objetivo Geral

Empregar técnicas de identificagdo molecular em amostras
ambientais para avaliar o uso do eDNA como uma ferramenta para o

biomonitoramento de espécies de vertebrados antarticos.

3.4.2 Objetivo especifico

Extrair e amplificar o eDNA presente em amostras sedimentares
coletadas em Ponta Thomas, na llha Rei George, Antartica, objetivando

otimizar as técnicas de analise de eDNA para as amostras em estudo;

3.5 Material e Métodos

3.6 OPERANTAR XLI - Amostras Ponta Thomas (Verao 2022/2023)

Um total de 9 amostras de solo foram retiradas de trés pontos diferentes
em uma regido de pinguineira localizada em Ponta Thomas (Figura 13), no lado
oeste da Baia do Almirantado, proximo da estacdo polonesa de
pesquisa Arctowski 62°0937'S 58°2824'W), dentro das atividades da
OPERANTAR XLI durante a temporada de verdo antartico 2022/2023.
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Figura 13 - Localizacao do ponto de coleta em Ponta Thomas (e), llha Rei George,

Ilhas Shetland do Sul, Antartica
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Fonte: Autor

Toda a operacdo de coleta foi realizada com o apoio do Navio de Apoio
Oceanografico Ary Rongel. A amostragem foi realizada pelo autor e o orientador
deste projeto, Dr. Cesar Amaral, com o apoio de botes e mergulhadores da
Marinha do Brasil (Figuras 14-15). Os trés pontos de coleta correspondem a
trincheiras escavadas com profundida de 20-25 cm de onde trés extratos foram

separados de acordo com profundidade (5-10cm, 10-20cm, 20-25cm) (Figura

16).

Baia do Almirantado
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Figura 14 - Pesquisadores realizando a coleta com o apoio do

NApOc Ary Rongel, da Marinha do Brasil.

Fonte: Edson Vandeira.

Figura 15 - Coleta de amostras de solo em Ponta Thomas, llha Rei

George, Antartica.

Fonte: Felipe Sugimoto/MCTI.
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Figura 16 - Trincheiras para a coleta de amostras nos trés pontos da

localidade Ponta Thomas.

Legenda: A — Ponto 1; B — Ponto 2; C — Ponto 3. Fonte: Cesar Amaral.
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Na localidade amostrada em Ponta Thomas existe uma pinguineira estabelecida
nas ultimas décadas em que é registrada a ocorréncia de trés espécies de pinguins:
adélia, gentoo e pinguins de barbicha (Figura 17), além da presenca de outras
espécies, tais comoos biguas-das-shetland, os petréis, as skuas e os elefantes
marinhos, focas e lobos marinhos, dentre outros (Figura 18).

Figura 17 - Espécies de pinguim

encontradas em Ponta Thomas, Ilha

Rei George, Antartica.

A - Pinguim-de-adélia

Legenda:
(Pygoscelis adeliae); B — Pinguim de



76

barbicha (Pygoscelis antarcticus); C -
Pinguim-gentoo  (Pygoscelis  papua).
Fonte: Autor.

Figura 18 - Outras espécies faunisticas encontradas em Ponta Thomas, llha
Rei George, Antartica.

o N
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e

Legenda: A — Foca-de-Weddel (Leptonychotes weddellii); B — Elefante-marinho (Mirounga
leonina); C — Skua (Stercorarius antarcticus); D — Bigua-das-Shetland (Leucocarbo

bransfieldensis). Fonte: Autor

As coletas foram realizadas usando luvas estéreis de nitrilo e pa. Apds
cada ponto as luvas foram trocadas e a pa esterilizada. Cada amostra foi
armazenada em sacos individuais estéreis. Apos a coleta, as amostras foram
devidamente refrigeradas e armazenadas em ultra freezers (-80°C) no NApOc
Ary Rongel até o desembarque na Estacdo Antartica Brasileira Comandante
Ferraz (EACF). Ainda na Antartica, as amostras foram extraidas e amplificadas
utilizando o laboratério de Genética Molecular disponivel na EACF. Ap6s o
término da operacdo, as amostras foram transportadas devidamente refrigeradas
pelo autor até o Rio de Janeiro, onde foram armazenadas em freezer -20°C nas
dependéncias do NGA/LARAMG.
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As amostras foram coletadas em trés pontos na pinguineira localizada em

Ponta Thomas, na llha Rei George, Arquipélago das Shetlands do Sul, Antartica.

3.7 Analises moleculares

3.7.1 Marcadores moleculares

Para a identificacdo de eDNA de pinguins antarticos em amostras de solo,
foi selecionado a subunidade 1 do citocromo oxidase — COX1, do genoma
mitocondrial, conhecida como a regido barcoding, amplamente usada na
identificacdo de organismos em estudos com eDNA (ANDUJAR et al., 2018;
LANGLOIS et al., 2021). Os primers foramconfeccionados a partir da utilizacéo do
software MEGA-X, com um banco de dados construido com sequéncias de
pinguins antarticos, compreendendo uma regido de 180pb do gene COX1. As
caracteristicas do primer foram analisadas utilizando a ferramenta OligoCalc

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html).

3.7.2 Indentificacdo molecular de pinguins antarticos

A partir do banco de dados com sequéncias da regido COX1 do banco
publico National Center of Biotechnology Information (NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), realizou-se um alinhamento das
sequéncias, como objetivo de realizar as analises moleculares. Usando o software
MEGA-X, cortamos as sequéncias da literatura no mesmo local do gene COX1
onde novas sequéncias foram adquiridas, e com o mesmo numero de pares de
base (~180pb). Os codigos de acesso para as sequéncias da literatura utilizadas

podem ser encontrados na Tabela 1.

Tabela 4 - Cbdigos de acesso GenBank para
as sequéncias de pinguins antarticos

utilizadas no banco de dados.

Espécie Cadigo
EU525485.1
Pygoscelis papua FJ028185.1
EU525487.1

EU525488.1



http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank)

EU525471.1

Pygoscelis antarcticus EU525474.1
EU525473.1

MK262577.1

MK262540.1

Pygoscelis adeliae MK262598.1
MK262533.1

MK262496.1

EU525298.1

Aptenodytes forsteri EU525297.1
EU525299.1

EU525304.1

Aptenodytes patagonicus EU525302.1
EU525303.1

EU525301.1

MG740184.1

Eudyptes chrysolophus MG740183.1
MG740182.1

MG740180.1

JN801446.1

Eudyptula minor MK262196.1
MK262308.1

MK262100.1

3.7.3 Extracdo de DNA

O DNA ambiental contido nas amostras foi extraido utilizando o kit
DNeasy PowerSoil® Pro (QIAGEN). O protocolo foi alterado apds uma primeira
rodada de extracGes, onde ndo foi possivel a obtencdo de eDNA de pinguim nas

amostras recentes de Ponta Thomas (Figura 19).

Figura 19 - Alteracdo no protocolo tradicional do kit DNeasy PowerSoil®
Pro (QIAGEN)



Protocolo DNeasy® PowerSoil® Protocolo DNeasy® PowerSoil®
Pro Kit Pro Kit modificado

Colocar o tubo PowerBead Pro
no Termo Mixer a 600rpm e
misturar por 2 (duas) horas

Colocar o tubo PowerBead Pro
no Vortex em velocidade maxima por 10min

As amostras foram separadas em tubos contendo até 250mg de sedimento e
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extraidos deacordo com o protocolo adaptado do kit (DNeasy® PowerSoil® Pro Kit)

3.7.4 Determinacdo da concentracdo do DNA

As concentracbes do DNA extraido pelo kit DNeasy® PowerSoil® Pro
foramdeterminadas através de analise por espectrofotometria, com a utilizacao do
equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Este equipamento, através de
um sistema de retencado, quantifica o volume da amostra e a sua concentracao
de DNA em um pedestal 6ptico com espectro variando entre 190 e 840nm
(AMARAL, 2014).

3.7.5 Reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR)

Aliguotas contendo 2 uL de DNA total em concentragdo minima de 10 ng/uL
foramacondicionadas em tubos especificos para a realizacdo da reacao de PCR.
Os primers utilizados foram confeccionados pelo autor, sendo especificos para a
identificacdo de pinguins antarticos em amostras de eDNA, recebendo o nome
Cox1Pen. Eles amplificam uma parte do gene mitocondrial COX1, com cerca de
180 pares de base. As sequéncias dos primers sdo: Cox1Pen (forward —
CACAAAGATATCGGCACCC; reverse — AGTCAGTTTCCGAACCCTC). Para a
reacdo de PCR, adicionou-se 5,0 pyL de tampao Platinum 4x (Applied
Biosystems), 1,0 yL de cada iniciador (10 uM) e 0,2 uL de Taq Platinum DNA
polimerase (Applied Biosystems), 11 yL de agua milli-Q, além de 2 yL de DNA,
em volume final de 20 pL. A amplificagao foi realizada em termocicladores Veriti
(Applied Biosystems) com base nas condi¢cdes termociclicas apresentadas na
Tabela 3.

Tabela 5 - Condi¢cbes termociclicas utilizadas nas reacbes de

amplificacao da regido COlIdo DNA mitocondrial.
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Temperatura Tempo Ciclos
94 °C 2 minutos
94 °C 30 segundos
51 °C 40 segundos 35 ciclos
72 °C 1 minuto
72 °C 10 minutos

Para avaliar o sucesso do processo de amplificacéo, os produtos de PCR
foram aplicados em gel de agarose a concentracdo de 1,5% e separados por
eletroforese em média tensao (110V por 30 minutos).

3.7.6 Purificacdo e sequenciamento das regioes de interesse do DNAmMt

Apoés a amplificacéo, o produto de PCR foi purificado através da adicdo de
2 UL daenzima ExoSAP-IT® (USB Corporation) a uma aliquota de 5 uL do
produto amplificado. Esta preparacédo foi levada ao termociclador programado

com as condi¢cfes apresentadasna Tabela 4.

Tabela 6 - Condi¢cbes termociclicas utilizadas nas reacfes de purificacdo

das amostras amplificadas.

Temperatura Tempo
37 °C 15 minutos
85 °C 15 minutos

Apés a etapa de purificacdo, foi realizada para cada amostra as reacfes
de sequenciamento para as fitas senso e anti-senso do marcador analisado. A
reacao de sequenciamento é composta por: 3 yL do iniciador (10 uM), 1 L de Big
Dye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit v3.0 (Applied Biosystems), 2 uL
de tampéo Big Dye e 3 uL do produto purificado. As condi¢des termociclicas

utilizadas nas reacfes de sequenciamento estdo apresentadas na Tabela 5.



Tabela 7 - CondigBes termociclicas utilizadas nas reagfes de
sequenciamento das amostras ap0s a etapa de purificacao.
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Temperatura Tempo Ciclos
95 °C 10 segundos
50 °C 5 minutos 25 ciclos
60 °C 4 minutos

Ap6s a reacdo de sequenciamento, os produtos foram purificados
novamente em resina Sephadex® G-50. Para o preparo da resina, 750 pL de
Sephadex® G-50 (preparado em solucdo de 10 g em 150 mL de agua Milli-Q)
serdo aplicados em coluna de purificacado apropriada, sendo esta acondicionada
em tubo de 1,5 mL e centrifugada a 8000 rpm por 90 segundos (Centrifuga
Centrimicro 242 — FANEM). Apos o descarte do filtrado, uma nova centrifugacao
nas mesmas condi¢cdes da anterior foi executada, concluindo assim a etapa de
formacdo da coluna. Apds a formacdo da coluna, a mesma foi transferida para
um novo tubo de 1,5 mL onde foi adicionada uma aliquota de 10 uL de produto
de sequenciamento, sendo novamente centrifugadas a 8000 rpm por 180

segundos.

Uma aliquota final deste produto purificado de 6 uL foi adicionada a 10 uL
de formamida (Hi-Di Formamide, Applied Biosystems) e estes foram aplicados na
placa de sequenciamento de 96 pocos. As amostras foram entdo submetidas a
eletroforese capilar utilizando o sequenciador automatico ABI Prism 3130/3500

(Applied Biosystems), preenchido com polimero POP-7™ (Applied Biosystems).

3.7.7 Alinhamento e analise das sequéncias

As sequéncias obtidas através da eletroforese capilar (sequenciamento
Sanger) foram analisadas nos programas Geneious 4.8.2 e MEGA-X, para a
determinacdo da qualidade das sequénciasobtidas. Apds andlise e correcdo, as
sequéncias foram alinhadas com a utilizacdo do software MEGA-X, assim como

uma analise Neighbor-Joining (K2P) (bootstrap x1000).



3.8 RESULTADOS

3.9 Analises Moleculares

3.9.1 Filogenia de pinquins antarticos

Para validacao da regido escolhida do gene mtDNA COX1 como viavel
para a metodologia barcoding, uma base de dados foi construida com 27
sequéncias previamente disponiveis na base de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov), sendo
composta por 23 sequéncias e 597pb incluindo seis espécies de pinguins
antarticos (Pygoscelis papua, P. antarcticus e P. adeliae; Aptenodytes
patagonicus e A. forsteri; Eudyptes chrysolophus) e quatro sequéncias da
espécie Eudyptula minor como grupo-externo para as analises. Eudyptula minor
foi escolhida como um grupo-externo por ndo ser um pinguim que ocorre na
Antértica. A arvore de neighbor- joining (K2P) baseada na analise desta base de
dados pode ser observada na Figura 20 e a matriz de distancias K2P encontra-

se na Tabela 5.
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Figura 20 - Arvore de neighbor-joining (K2P) (bootstrap x1000) de

espécies de pinguins antarticos.
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Fonte: Autor

JNB01446.1 Eudyptula minor
100 | MK262196.1 Eudyptula minor
[ MK262308.1 Eudyptula minor
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Tabela 5 - Matriz de distancia K2P entre espécies de pinguins

antarticos.

Pygoscelis papua
Pygoscelis antarcticus
Pygoscelis adeliae
Aptenodytes patagonicus
Aptenodytes forsteri
Eudyptes chrysolophus
Eudvotula minor

1 2 3 4 5 6
0.0729

01089 00931

01208 01077 01366

0.1215 0.1114 0.1389] ___ 0.0455)

01080 01141 __ 01436 _ 01019  0.1058

01205  01246]__o01483] 01179 01260 01038

Legenda: Destacado em vermelho esta a menor distancia observada entre espécies

do género Aptedodytes (4,5%),e a maior distancia observada entre as espécies de

Eudyptula minor e Pygoscelis adeliaeentre as espécies (14,83%).



Como pbde ser observado, todas as espécies de pinguins antarticos foram
agrupados como grupos claramente monofiléticos. O género Eudyptula foi o
grupo-externo da analise que recuperou o género Eudyptes em posi¢do basal
seguido do género Aptenodytes e Pygoscelis, recuperados como grupos irmaos.
As distancias K2P (Tabela 6) observadas variaram entre 4 e 15% sendo,
portanto, todas as espécies perfeitamente delimitadas e identificaveis dentro dos
critérios da metodologia do DNA Barcoding propostapara o presente trabalho e
conforme proposta originalmente por Hebert et al. (2003).

3.9.2 Amostras Ponta Thomas

A extracdo de DNA nos pontos de coleta de Ponta Thomas foi realizada
com sucesso para todas as amostras. Inclusive, todos os 3 pontos de coleta
tiveram pelo menos1 amostra em que foi encontrado DNA de pinguim. Das 9
amostras coletadas, obtivemos sucesso na amplificacdo do DNA de pinguim em
6 delas, como demostrado no gel de agarose da Figura 21.

Figura 21 - Gel de agarose com amplificacdes positivas para 180 pares de
base da regiaoCOX1 do DNAmt de pinguim.

Ladder 12 22 23 31 32

- » - " | i

A A AAAA

Fonte: Autor
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3.9.3 DNA Barcode de Pygoscelis adeliae

Todas as amostras amplificadas foram sequenciadas com sucesso e
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resultadosforam posteriormente analisados e corrigidos utilizando-se o software

Geneious v4.8.2. Um exemplo de eletroferograma do sequenciamento da regiao

COX1 pode ser visualizadona Figura 22.

Figura 22 - Eletroferograma representativo do sequenciamento da regiao
COX1 do DNAmitocondrial de Pygoscelis adeliae.

D0523R.ab1

A\ A N A/
AN A / i ATAVA

D0523R.ab1 "I'CCGGGT TGGCCIABTiTC TGCGCGGAMPEAGTAGGC TGAGAGCGGTTCCGGCTATGCC TGCCEATGCGCCAAAGATT

I

I\
180 170 181

A n NNANAAANAT L

[\ , ATATAVAVAVATATA'
D0523R.ah1 GTAGAGGGTGCCGATATCTTTGEGHE

Fonte: Autor

Utilizando a ferramenta BLAST, podemos identificar ao nivel de espécie

0 organismo representado em uma sequéncia especifica. Todas as 6 amostras

foram identificadas como pinguim-de-adélia (Pygoscelis adeliae) com um alto
grau de certeza(99-100%). Um exemplo dos resultados identificados pela

ferramenta BLAST pode ser observado na Figura 23.

Figura 23 - Resultado representativo da identificacdo ao nivel de espécie para

Pygoscelisadeliae, feito pela ferramenta BLASTN.

v - v v v v
Pygoscelis adeliae voucher JW966 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial ~ Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 694
Pygoscelis adeliae voucher JW963 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial ~ Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 9939% 694
Pygoscelis adeliae voucher S 16 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl).gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 695
Pygoscelis adeliae voucher JW961 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 694
Pygoscelis adeliae voucher JW960 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 686
Pygoscelis adeliae voucher BROMB_D4 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochon... Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 712
Pygoscelis adeliae voucher C 79 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 9939% 794
Pygoscelis adeliae voucher C 98 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 710
Pygoscelis adeliae voucher JW959 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial ~ Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 655
Pygoscelis adeliae voucher BROMB_D9 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochon... Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 766
Pygoscelis adeliae voucher D 20 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl) gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 673
Pygoscelis adeliae voucher JW965 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene, partial cds; mitochondrial ~ Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 9939% 655
Pygoscelis adeliae voucher B 59 cytochrome oxidase subunit 1 (COIl).gene, partial cds; mitochondrial Pygoscelis adeliae 302 302 98% 1e-77 99.39% 896

Fonte: Autor

Accession

MK262577.1
MK262540.1
MK262533.1
MK262496.1
MK262398.1
MK262363.1
MK262281.1
MK262217.1
MK262174.1
MK262132.1
MK262016.1
MK261936.1

MK261839.1



Uma éarvore de Neighbor-Joining baseada na distancia K2P foi feita com

suporte de

uma analise bootstrap com 1000 réplicas (Figura 24). Todas as novas

sequéncias foram corretamente pareadas com outros individuos de Pygoscelis

adeliae, apoiado por um altovalor de bootstrap.

Figura

24 - Arvore Neighbor-Joining (K2P) do marcador COX1,
exibindo acima dos nés, valores de bootstrap acima de 80.
As setas indicam as novas sequéncias adquiridas nesse

estudo.

Pygoscelis adeliae Point Thomas 3.3 <

Pygoscelis adeliae Point Thomas 3.1 (

MK262496.1 Pygoscelis adeliae voucher JW961 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
MK262533.1 Pygoscelis adeliae voucher $16 cytochrome oxidase subunit 1 (COT) gene partial cds mitochondrial
MK?262540.1 Pygoscelis adeliae voucher JW963 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
MK262577.1 Pygoscelis adeliae voucher JW966 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
MK262598.1 Pygoscelis adeliae voucher JW962 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

Pygoscelis adeliae Point Thomas 2.2 <

Pygoseelis adeliae Point Thomas 2.3 <
. Pygoscelis adeliae Point Thomas 3.2 <

EUS25488.1 Pygoscelis papua voucher GPB7 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondsial

EUS525487.1 Pygoscelis papua voucher GPB4 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
78| EUs25485.1 Pygoscelis papua voucher GPBI cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

FJ028185.1 Pygoscelis papua voucher MACN-Or-ct 386 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial eds mitochondrial

EUS525471.1 Pygoscelis antarcticus voucher 886224 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

o EU525471.1 Pygoscelis antarcticus voucher 886224 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial (2)

EUS25473.1 Pygoscelis antarcticus voucher 886223 cytochrome oxidase subunit 1 (COT) gene partial cds mitochondrial

EU525474.1 Pygoscelis antarcticus voucher 886217 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

L EUS25298.1 Aptenodytes forsteri voucher EGRS cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partal cds mitochondrial
% | EU525297.1 forsteri voucher EGRS cytochrome oxidase subunit 1 (COT) gene partial cds mitochondrial
| EUS525299.1 Aptenodytes forsteri voucher EGR1 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
& EUS25302.1 Aptenodytes forsteri voucher KI 5 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
— EUS25304.1 voucher KI 18 oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
EUS25303.1 icus voucher K12 oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
EUS25301.1 Aptenod icus voucher KI 10 oxidase subunit 1 (COT) gene partial cds mitochondrial

MK262308.1 Eudyptula minor voucher SP121 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
8

61 MK262100.1 Eudyptula minor voucher SP122 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
MG740184.1 Eudyptes chrysolophus isolate KMP2585 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial
MG?740183.1 Eudyptes chrysolophus isolate KMP2582 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

%8 [ MG740182.1 Eudyptes chrysolophus isolate KMP2562 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

MG740180.1 Eudyptes chrysolophus isolate KMP2563 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

—

0.020

IN801446.1 minor voucher WAus B04-009 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial eds mitochondrial

MK262196.1 Eudyptula minor voucher SP123 cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene partial cds mitochondrial

Fonte:Autor
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3.10 Discussao

Desde sua primeira aplicacdo na literatura (OGRAM; SAYLER & BARKAY,
1987), ouso do eDNA tem expandido consideravelmente (CRISTESCU; HEBERT,
2018), e na ultima década vem crescendo principalmente em estudos populacionais
(ADAMS et al., 2019). Avancos recentes na metodologia possibilitaram o uso de
polimorfismos de nucleotideo Unico (do inglés, SNPs) para distinguir entre
assinaturas genéticas (AYLWARD et al., 2018; STEPIEN; SNYDER; ELZ, 2019) e a
possibilidade de determinag&o sexual através do eDNA (NICHOLS; SPONG, 2017).
Levantamentos populacionais que utilizam o eDNA geralmente dependem no
MtDNA, devido a sua maiorabundancia na célula, e consequentemente em
amostras ambientais (GOLDBERG et al., 2016). Entretanto, melhorias nas
metodologias aplicadas na extracédo de eDNA poderia permitir uma maior
sensibilidade em ensaios que visam encontrar eDNA nuclear, permitindo
inferéncias mais detalhadas em nivel populacional sobre taxons de conservacgéao e
interesse de monitoramento (HELLSTROM etal., 2019; VON DUYKE et al.,2019).

O uso de eDNA em estudos de identificacdo molecular e estudos
populacionais, embora promissores, ndo sao tao robusto como os métodos de
amostragem tradicionais e continua a enfrentar uma série de desafios, como a
dificuldade de extrair DNA de boa qualidade e a diminuicdo de sinais de variacao
genética rara (FERNANDEZ et al., 2018; ADAMS et al., 2019). Entretanto, eDNA
nao requer o avistamento ou captura dos taxons- alvo que pode ser critico em
estudos com espécies ameacadas, cripticas ou perigosas (HELLSTROM et al.,
2019; JANECKA et al., 2011; MONDOL et al., 2009; VON DUYKE et
al.,, 2019). Em teste realizado por Barber-Meyer e colaboradores (2020) foi
encontrado a maior quantidade de eDNA em amostras que continham urina ou
fezes. O solo de pinguineiras é rico em fezes (GUO et al., 2018), aumentando a
possibilidade de se encontrar amostras de alta qualidade de eDNA. Os
resultados do presente estudo demonstram tal possibilidade, uma vez que a
extracdo de DNA de pinguim se deu na proximidade de uma pinguineira, onde a

presenca de guano é abundante.

Apesar disso, devido a dificuldade de encontrar amostras de DNA de alta

qualidade, existe um obstaculo na identificacdo de espécies usando o eDNA



(ADAMS et al.,, 2019). A robustez de uma identificacdo por eDNA esté
diretamente relacionada com a qualidade dos primers utilizados na andlise,
assim, a escolha dos genes apropriados e qualidade da sequéncia obtida sao
cruciais. Os genes mitocondriais sdo mais utilizados devido a sua maior
abundancia na célula (diversas mitocondrias, somente um nlcleo) e sua
utilidade na identificacdo de espécies através da metodologia de DNA barcoding,
como uso do gene COX1 (LANGLOIS et al., 2021).

Apesar de ser amplamente usado em andlises moleculares para a
identificacdo de espécies (ANDUJAR et al., 2018; DEINER et al., 2017,
LANGLOIS et al., 2021), o uso da regido COX1 ainda é contestado como um
marcador em analises que utilizam metabarcoding (DEAGLE et al., 2014;
RAGOT; VILLEMUR, 2022). O principal fator citadocomo um problema é a alta
variabilidade da regido entre linhagens podendo gerarproblemas na identificacéo
de espécies usando primers “universais” (DEAGLE et al., 2014).

Assim, novos primers de comprovada funcionalidade e que codificam
vertebradosantarticos podem se tornar uma preciosa adicdo a escassa literatura
de trabalhos com eDNA desses organismos, vindo a ajudar em estudos que
utilizam espécies de pinguim como foco. Apesar de ter sido detectada somente
uma espécie, o primer mostrou potencial em distinguir todas as espécies de

pinguins antarticos

Em uma revisdo recente sobre os efeitos das mudancas climaticas em
populacdes de aves e mamiferos marinhos antéarticos. Bestley e colaboradores
(2020), atribuiram o aumento no entendimento de ecossistemas marinhos em
parte devido ao aumento de novas e mais baratas técnicas e tecnologias de

monitoramento.

Dentre estas técnicas, o DNA ambiental ja foi sugerido como uma nova
ferramentade monitoramento para areas de protecdo ambiental no Oceano Austral
(AlZU et al., 2017;COTTIER-COOK; MOGG; SAYER, 2019; GOLD et al., 2021).
O uso de amostragem de eDNA juntamente com métodos tradicionais, como
pesquisas de mergulho (GOLD et al, 2021) fornece uma abordagem
complementar para a construcdo de estimativas da biodiversidade que podem

ser usadas para cobrir lacunas e abordar vieses nos dados de monitoramento
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tradicionais (BANI et al., 2020; COTTIER-COOK; MOGG; SAYER, 2019). Por
exemplo, a estrutura complexa do fundo do mar oferece um desafio para
levantamentos tradicionais de arrasto, enquanto que com o uso do eDNA as
pesquisas ndo sdo afetadas por obstaculos no ambiente (LACOURSIERE-
ROUSSEL et al., 2018; THOMSEN et al., 2016).

Tal como acontece com novos estudos de identificacdo populacional que
usam eDNA, houve progresso no uso de eDNA para estimativas de abundéancia
de espécies (KNUDSEN et al., 2022; LACOURSIERE-ROUSSEL et al., 2018;
SEVELLEC et al., 2021,

SPEAR et al., 2021; TILLOTSON et al., 2018; YATES et al., 2021). Embora esses
estudosindiqguem uma correlacdo entre a concentracdo de eDNA e a biomassa
das espécies, a complexa interacdo de fatores bioticos e abioticos, como por
exemplo a producao, degradacao e dispersdo de eDNA do organismo afetam a
consisténcia e a confiabilidade dessas estimativas, e 0os meétodos requerem
otimizacdo adicional (HINLO et al., 2018; JERDE, 2021). As estimativas
guantitativas atuais sao, portanto, limitadas pela confianca em uma série de
suposicdes. A inclusdo de dados sobre a persisténcia de eDNA de espécies
especificas, como no peixe-gelo, um nototenidide da Peninsula Antartica
Ocidental (COWART; MURPHY & CHENG, 2018), tende a fortalecer as
estimativas futuras, assim como a integracdo de modelos que explicam a ecologia
e o transporte de eDNA (FUKAYA et al., 2021). Des forma, o progresso nas
estimativas de abundancia de eDNA ajudaria nas avaliagbes da biodiversidade

antartica e no monitoramento da pesca (JERDE, 2021), dentre outras aplicacoes.

Dentre os estudos com eDNA, Pansu e colaboradores (2015) extrairam
eDNA de uma espécie de vertebrado em amostras de solo, porém, era uma
espécie invasora de coelho e realizado em regibes pré-antarticas. O presente
trabalho é o primeiro a extrair eDNA de vertebrados antarticos em amostras de
solo da Antartica. Tal feito também é raro no Artico, onde somente um artigo
publicado conseguiu extrair eDNA de vertebrado em amostras de solo (EPP et al.,
2012). Porém, o estudo desses autores utilizou metabarcoding para identificar as
espécies de vertebrados encontradas, enquanto o presente estudo utilizou a
técnica mais tradicional de sequenciamento DNA Barcoding e Sanger. Apesar de

impossibilitar a identificacdo de diversas espécies presentes em uma amostra,
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como quando utilizado o metabarcoding, o sucesso em identificar uma espécie
através de um sequenciamento Sanger demostrou-se mais Util quando se realiza
0 monitoramento de uma ou poucas espécies, uma vez que possui um custo
menor, cerca de US$ 5,00 por amostra (CAMERON; RUBINOFF & WILL, 2006),
enquanto metabarcoding tem um custo de US$ 120,00 (ELBRECHT et al., 2017).
A viabilidade de usar uma técnica de menor custo para a analise de eDNA amplia
a acessibilidade para esse tipo de pesquisa, ajudando no preenchimento das
lacunas de estudos de vertebradosantérticos.

Além disso, como um kit usado preferencialmente para a extracdo de eDNA de
microorganismos (SPERLING et al.,, 2018), 0 nosso sucesso na extragao e
amplificagdo das amostras se deu em decorréncia de uma alteragéo no protocolo
do Kit DNeasy PowerSoil® Pro (QIAGEN), possibilita o uso da mesma mudanca
em futuros estudos que utilizarem o Kit para a extracdo de eDNA de vertebrados.
Com a possibilidade de um maiorsucesso na extracao e amplificacdo do eDNA em
amostras de solo de vertebrados antarticos, a lacuna gerada pelos poucos
estudos publicados pode ser preenchida com maior facilidade. Uma vez que é
um kit de ampla distribuicdo, o uso modificado do seu protocolo pode servir como
uma importante contribuicdo para o futuro do das analises moleculares baseadas

em amostras sedimentares com foco em vertebrados.
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3.11 Conclusoes

Através do presente estudo, foi possivel detectar DNA de pinguim-de-
adélia em seis das nove amostras de solo coletadas. Esse estudo é o primeiro a
conseguir extrair, com sucesso, o DNA de um vertebrado antartico de amostras

de solo.

A natureza extrema da Antéartica faz com que o continente se torne o
local ideal para a investigacdo do uso de DNA ambiental e sua aplicacdo em
diversas areas da genética molecular. A aplicacdo do eDNA demonstra um
grande potencial para futuros estudos, porém ainda € preciso cuidado em relagéo
a fragmentacdo e qualidade das sequéncias obtidas, podendo levar a

interpretacdes erréneas.

O sucesso no desenvolvimento de novos marcadores geneéticos para
pinguins antarticos demonstram ser uma importante ferramenta para o futuro do

monitoramento dessas espécies.

A possibilidade de estudar espécies de vertebrados antarticos, como o
pinguim- de-adélia, de uma maneira ndo-invasiva, € uma adi¢do promissora para
o futuro do monitoramento da fauna antartica. As pesquisas com eDNA
representam uma ferramentade diagndstico ndo invasiva e facilmente acessivel
gue se mostra promissora para a pesquisa atual e futura no continente,

contribuindo para os esforcos de monitoramento de médio e longo prazo.
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CONCLUSOES GERAIS

O DNA ambiental € um campo em rapido crescimento, no entanto, dentro
da pesquisa antértica, a aplicacdo do eDNA aos vertebrados permanece
praticamente inexplorada. Péde-se observar o oposto no Artico, onde diversos
trabalhos ja exploraram o potencial da técnica para o estudo de vertebrados,
podendo assim, servir como modelo para futuros trabalhos com vertebrados
Austrais.

A presente dissertacdo objetivou abordar esse problema, desenvolvendo
pela primeira vez na literatura um protocolo de eDNA que utiliza solo antéartica
para detectar eDNA de vertebrados, mais especificamente pinguins,
estabelecendo as bases para futuras investigacbes sobre amostras de solo como
fonte de DNA de vertebrados. Pode- se obter sucesso ao extrair o DNA de
Pinguim-de-adélia a partir da mudanca do protocolode um kit de extracdo mais

comunmente usado na obtencdo do DNA de bactérias.

Unindo metodologias moleculares e biogeoquimicas, foi possivel observar
um acompanhamento da quantidade de eDNA em uma amostra de solo
ornitogénico com a abundancia de nitrogénio e carbono nas mesmas. Apesar de
nenhum DNA de pinguim tersido encontrado, as taxas de eDNA acompanham o
crescimento populacional do pinguim- gentoo observado nas ultimas décadas,
podendo ser proveniente de bactérias associadas a presenca da ave. Tal
observacdo ainda nao foi feita na literatura, demonstrando mais uma vez o

potencial do uso do eDNA para estudos na Antartica.

Em luz dos desafios que as mudancas climaticas apresentam a conservacao e
monitoramento da biodiversidade, pesquisas com eDNA mostram-se promissoras
para avaliacbes futuras da fauna Antartica, com progresso sendo feito em uma

série de areas-chave para a conservacdo e gestdo do meio ambiente austral
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ANEXO - Producao bibliografica durante o periodo do Mestrado

A producdo apresentada nas paginas seguintes é relacionada com o tema
especifico da tese de estracdo de DNA de vertebrados e seu biomonitoramento
no continente antartico, realizada durante o periodo do Mestrado entre julho de
2021 e junho de 2023. Esta producdo relaciona-se ao presente projeto de
mestrado e o da pesquisadora Dafne A. Anjos, sobre a identificagcdo molecular de
remanencentes 0sses do periodo de exploracdobaleeira na baia do Almirantado,
localizada na llha Rei George, Antértica.

113



114

“A review on the use of environmental DNA for the reconstruction of

present andpast polar vertebrates’ populations”

(Artigo cientifico publicado — Goldenberg-Barbosa et al. 2023 -
Academia Biology)



115

«: ACADEMIA cef ommunicatin
i : : 2023-07-21
J 1 BIOLOGY https://dolorg 1020435/ AcadBiolGi03

The use of eDNA in the reconstruction of present and
past polar vertebrates’ populations

Bodrizge Goldenberg-Barbosa~#, Anna Donatot, Dafne Anjos®, Cesar Amaral
Academic Editor: Andre J. van Wijnen

Abstract

The polar regions are home to a great biodirersity of vertebrates that are highly impacted by dimate chanpga. A= extrame and pristine
ecosystems, the nse of environmeantz] DECA (gD A) pressnts itsalf 2= 2 noninvasive tocl for the menitering of polar vertebrates' species,
eszantial for their preservation. In this article, we review the currently published research on vertebrate DA in the Arctic, as well as
compare it with a similar already-published article on Antarctica Omr rasults show how the Artic region is well represented with several
studiss forusing on vertebrates, being the second mest ressarched gronp of organisms (19%), only behind plants, and with several
studies related to the development of naw approaches and methedologies for the nsa of sDIA from eold resions being pablished in the
last years. In opposite, the Antarctic aDETA sciance on vertsbratas is still poorly develaped, with the vast majority of stndies focnsing
on microbial life; therefore, the Antarctic region still remains with a great potential for the ressarch development o vertebrates and

the effacts of the past and recent climate changes cn their populations.
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i. Introduction

Cme to its extremes in terms of climats, habitzt, and bioga-
ceraphy, the polar regions correspond to an important open-aic
laboratory for various research related to fundamental processes
of life that havs global implications [1]. Similarly, as the maost
affectad regions by climats changs they also represent am
important area for research related to its effects on bipdiversity
[z-4]. Antarctic and Arctic vartsbrates seem to be espedally
affectad by these changas [5—7). and as mostly pristine environ-
ments with fauna not acenstomed to 2 native homan populaton
(especizlly Antarctica), research methods that do not require
direct contact with the target spacies become more valuabla [3].
In this sanze the nse of environmental DA presents itsslf 3= an
important tool for monitering species of intarest since it enables
the investization of recent phenomena and proceszes as well as
the temporz]l maonitaring of the effects of global climate chanze
on populations of thase speciss [g—11].

Envircnmentzl DA is a relatively new methed for studying
biodiversity; first nzed by COgrap et al [12], it refers to genetic
material present in any given environment, not collectad directhy
from the organism This DMA can be extractsd from diffsrent
types of envircnmentzl samples (&g, water, sadiment, sedl, 2nd
feces). However, nsing this material comes with 3 nombar of
challenges: it can dacay rapidly in the eovircnment due to TV
radiation [13], samples conld have inhibitors that can complicate

DA amplification [12], and sometimes it does not reflect the
reality of the area’s biodiversity [15].

tudiss n=ing ancient enviranmental DA (aDNA) in the Arctic
have an unigue opportunity in studying vertebrate palecfannz
and past human interactions, unlike Antarctica that has past
fauna bot no indigencos homan pepulaticn [16]. Millicns of
vears of past homan-palecfauna interactions could be glimpsad
ns=ing eDl4 prasent in permafrost sediments and, together with
tha n=e of dating techniques, it can provide a unigue perspectiva
2s to how long these interactions cocurred and when they ceased.
Using aDMA can also provide evidence for how the extinction of
thase animals cecnrred and what conld have cansed them [14, 17].

However, comparing the Arctic and Antarctic regions [16]
indicated that there is 2 gap in the stndy of vertebrate eD2A in
Antaretica reporting only foor articles until 2o020. In this zanse,
we perform a literature reviaw on the nse of vertebrate DA in
tha Arctic, seeking to answer if such gap also exists in the north.
we dlso szparate each sample type and the tarzeted organizm,
and for vertebrates, we discussed how eDRA is being nzed for
each published article. Additienally, we compared how this
method i= being n=ed betwesn poles, and how Antarctic eDA
research could benefit from zlready-poblished studies in the
Arciic.

* Labworatory of Radioecology and Global Changes (LAPAWG)/ITocdsus of Environmental Molecolar Genetics and Astrobiclogy,
DEE,/IBRAG, Rio de Janeiro State Univeristy (UERT), Rio de Janeiro, B, Braril
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2. Materials and methods

Wi performed a systematic search on the SCOPUS engine using
a combination of the terms “Arctic” “Environmentz]l DRAT
“metaborcoding,” “3edaDMA " and "Ancient DA™ accepting
articles between zoo5 and 2022 We went through the resnlts
and determined which articles discasz the uwse of vertebrate
eDMA in the Arctic and discussed together with the review of
Howell et al, 2021 that used Antarctic data. We axclodad
literature reviews, notes, book chapters, and errata (Supple-
mentary materials, Table S4). Any articde that inclwded
the searchad terms but with samples ccllected from outside
the Arctic circle (657 337 17) werae excluded (e.g. [18]).

3. Results

we found a total of g5 articles that used eDidA in the Arctic region
and focused on vertebrate aDINA. The most predominant sample
foraDitiA in tha Arctic is water, which inclndes bath seawater and
freshwater (r = 38 artirlas), tied with sediment (n = 38 articles),
and followed by =oil (n = 13). Fecss, icesnow, and air returned
the fewest results and were incheded in the “others™ category
{n=11) (Fignre 1). We excluded metzbarcoding of stomach
comtents as it is not an environmental sample and requires direct
contact with the studied taxon. Some articles nsed more than one
type of sample ar organism of interest (a.z. [10, 20]) (Table S1).

Of the total g5 articles, 3 totzl of 18 smdies used vertebrate DA
in their analysis. Of these 18 articles, ¢ n=ed watar samples (2.2
[2o, 21]), 6 uzed sadiment (e . [14, 17]), 2 n=ed feces [e2, 23],
and 1 wsed soil [24]. Vertebrates found in the smdies are
represanted by extinct megafauna, such a5 mammoths and the
vroolly rhineeercs [44, 17], and contemporary biota, for instance
the bowhead whale or Arctic fish species [25, 26].

4. Discussion

4.1. Water samples

our mast commaon s2mple type (38 articlas) al=a has the highest
mumber of studies that snocessfully extracted vertebrate DA,
represanting the s=cond mest found crganisms (~23%) in these
articles, only slightly behind algze diversity stodies (~z63).
Some findings [24, 27, 28] unsed metabarcoding of eDMA
zamples to detect transitions of marine faunz in the Arctic,
capturing the D¥A of many vertebrates, invertebrates, and
benthic orgaoisms present in water samples. These stodiss
highlight the impertance of considering temporal variztion of
communities, in order to ensure that bicmenitering of coastal
areas using eDIA is accomplished appropriately. Likewise,
another article [zo] wsed eDMA to monitor nonindizenous
species in the Mortheast Atlantic. By sampling twice in one year,
the article managed to show 3 seasonal change in the
distribution of invasive marine species. Another article
managed to describe the genetic diversity of bowhead whales
(Balgere mysticetus) in West Greenland using eDiA [26].
Eesults suggast that sampling water in the footprint or wake of
traveling animals conld be 2 promising technigue to better
undarstand the ganstic diversity of marine megafauna.

Envircomental DA extracted from water samgples has zl=o
shown promising results in monitering fish pepulaticns in Arctic
lakes [25, 15]. A stady [25] created and tested four quanttative
PCE (gPCE] assays for detection of five Arctic fish species: Lota

ACADEMIA BIOLOGY 20234

Iote, Cottuc cognatus, Selvelinus alpinus, Selvelinus malm,
and Thymalilus arcticws, perhaps enabling efficient and econom-
ical detection of these species in lakes.

Mp=tly, the studiss presented here show great potential for the
n=e of water DA in monitering both marine and lake species,
espacially those that are affected by climate change, as improving
the undarstanding of their distribotion is vitzl for their
conzervation and management These articles further support
the use of aDMA as 2o advantage to other monitoring metheds,
revealing a significant correlation between them in terms of the
number of species found [20]. However, there are still imitations
and difficulties to be surpassed when applying this methedclogy
in biodiversity research. It can be highlighted that the rapid
degradation of gepetic material occors once it is exposed to
envirenmentzl factors (eg. temperzture, salimity, pH, UV,
microbial activity) [26]. And, there is no correlation foond
betwesn eDIMA concentrations and Agctic fish population
estimates using droplet digital PCE (ddPCE) aszays, showing less
than 7o% suocess in species detection [15].

4.2. Sadiment samples

Environmental DM4 extracted from sediment =amples is
sometimes called sediment DA (sedaDifA) [14]. In oor reviaw,
a totzl of six articles detected vertebrate eDINA in sediment
samples. With the sz of carbon dating, lake sediment samplas
provide 2 unigue opportanity for the reccmstruction of past
ecplogical dynamics [16]. Ancient eDENA can be used to recreata
tha past of Arctic biotic dynamiecs, with a detailed reconstruction
of past fauna and florz [z7, 14, 25]. A recent study managed to
aszign highly degradaed anciant 0MMA from horses to mitochon-
drial baplogroups, allowing for the peossibility to analyze
population historiss in regions with a few or no fossil evidenca
[17]. Alsc using eDIA presence as evidence, their findings
suggest that some of the Arctic megafauna ooexisted with
human: for tens of thonsands of years during the Holocene,
indicating that the human overkill may not be a key factor in their
extinetion. Likewise, znother article using sedaDida recon-
structed past biota during the Pleistocens—Holoosne transition,
glso apprinting new evidence for the late survival of mammoth
(Mommuthus sp.) and horse (Eguus =p.) in the Elondike region
of Yukon, Caoada [14]. Similar to water, eDENA extracted from
sediment zamples can zl=o be an important aszet in monitoring
ncnindigencus vertebrate marine species [3o0]. With the objec-
tive of documenting past sea-ice avolution, De Shepper et al |
2015 attempted to find ancient DA of know sea-ice associated
dinaflagellate in the sediment core [31]. Simoltaneowsly, they
2l=o reportad finding vertebrate DA from deep-peean sadiment,
showing that ancient vertebrate eDA can be recoverad mostly
from oxic bottom waters. There ars also reparts that managed to
find wertebrate (Mammalia) in deep-sea sadiment samples, but it
could be from laboratory contamination [32].

A= with othar DA stodies, thers ara limits and obstacles when
it comes to stndying sediment aDIMA. Somea studies report that,
dua to a imitation in the dating method, the reconstruction of
past vegetation dynamics under climate change can only ba
capmred in a broader scale [17]. Other two common limitations
in sedaDIfA extraction are the residue of other substancas that
inhibit enrymatic reactions, and the loss of sedaD®fA when trying
to reduce inhibiter co-elotion. However, purifications and
enrichment metheds that ootperform standard extraction kits
c2n halp restore aDNA, overcoming enrymatic inhibitors [14].
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benthic communities.

4.3. Soil samples

Omly one article that nsed soil samples extracted vertebrate
a4 [24]. As with other sample types, soil provides an ideal
opporfunity to assess past and pressnot fauna. Using both
sediment and soil, they crezted specific metzbarcoding marksrs
for fonpi, bryophytes, enchyirasids, bestles, and birds,
snccsssfully testing them nsing sediment from the Pleistoeane
and medsrn soi samples [24]. This study paved the way for
foture metabareoding smdias, providing idaal markers to be
usad when stndying aDHa

4.4, Other samples

Thesa types of samples would inclode feces, ice/snow, and air
samples, bat cnly two articles foond vartebrate D74 and both
used fecas samples [22, 23]. This type of sampls presents italf
as an ideal cpportunity for discovering carnivors vertebrates
dist, as their preys’ DA could remain in the collectad sample.
A study manzged to extract many species of fish from faces
samplas of the harbor seal Fhoca vituling [22]. The article
showed that salmonid is not an impertant prey in their dist,
and the colling of harbor zeals should be reconsidered as a
mannar to reduce predation of salmonids in the regiom.
Another article revealed that the diet of the Arctic fox inclndad
maost terrastrizl vertebrates found in their region [23]. They
also showed that their diet exhibited temporzl and
geographical changes, reflecting their pray availability during
summer, 'winter months. This variation can provide important
data as to how these predator populations could respond to
extremea climatic events can=ad by climate change [22]. Both of
these stndies reflact the importance of DA samples in
dizcovaring carnivorons diets and also showing great success
in evaluating pray diversity in 2 given area. This adds another
layer for the nse of aD7A in the menitoring of biediversity, a=
glzo shown in pravions samples.

4.5. Arcticvs Antarctic vertebrate eDMA research

In light of cur literature review, there seams to be 3 significant
discrapancy of vertebrate DA studies batween poles. Whils
the vast majority of Antarctic eDdA studies concentrats om
microbial diversity, with anly 2% of published articles focnzing
onvertebrate e} [16], a total of 18 articles ont of g5 useitin
their research in the Arctic (~15%). This leaves vertebratas as
the less-studied group of organisms in Antarctica using eCITA
Ewven though thers are some articles that forns on microbial
diwarsity in tha Arctic, there is 3 significant difference in focns
on the gronp when compared to Antarctic eDI¥A articles [16].
Vertebrate studies in the Arctic that use eDX.4 are the second
mast published fype of orgamism, only behind eDra
researching plant diversity (zz articles). This is different in
Antarctica; as 2n isolated continent from civilization and with
the harshest climate in the world, it could create some difficalty
for swch studies. However, Antarctica has a larger onmber of
pablizhed =034 articles (272 stodies; [16]) when compared to
the Arctic (g5 studies), giving the notion that perhaps most
Antarctic res=arch t2kes 2 different ronts in sudying eDITA a2sit
is simpler to find a higher amount of microbial DA in
environmentzl samples than in vertebrates [23]. It is evidenced
even mars by Arctic stndies, sharing similar extrame conditions
in relation to climate [34] (2nd the ones that study eDivA already
hanre), having a significant mumber of published articles that
found vertsbrata eDITA.

Avracent literaturs review features important diversity research
that has already been conducted in Antarctica and found
vertsbrate eDIA [95-37], a5 well as to assess ecalogical
changes dus to invasive species [16, 28], However, as
highlighted above, there iz =6l a small nomber of publizhed
articles in this matter, and Arctic rasearch has already opened
naw opportunities for vertebrate eDA research in Antarctica,
with new possibilities using all types of samples.
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Water samples have shown that it is possible to recreate genatic
diversity of speries nsing cnly environmental Di7A [26]. In a
continent with a vast diversity of marine vertebrates (a.p. pen-
gnins, whales, seals, fish, zea lions), this type of research could
prove to be an efficient technigue in assessing the genetic diver-
ity of vertebrate species in 2 noninvasive manmer. This could be
important in evaluating potential population bottlenecks that
conld hinder the preservation of thess species in the marrent
climate change scanario.

Although there are some studies that attempt to recTeate past pop-
ulaticns using peochemical markers, they seem to be limitad to
specific groups (e. g penguins, (39, 400). As seen in the “sediment
samples” segment of our review, eDIA opens up opportunities to
aszess a large nomber of crpzmisms that were omce part of a
remion’s fanna [14, i7, 20]. The reconstruction of anrient anstral
vertsbrate fauna has become a posstbility wsing sedaDIfA and
could be a foms point in Antarctic eDtlA research in the future.

As the most commen sample type in eDA articles based oo
Antarctica, soil samples have no published artides using
vertebrate DB7A [16]. Arctic stndies provide only a glimpse into
what can be done with vertebrate eDMA using soil samples,
with ooly one published article [24], buot are Importaot
nomethaless, as it is the ooly study that managed to extract
vertebrate DA from seil samples in the polar regioms.

Using the same search parameters implemented by Howell and
collaborators [16], we found 43 new eDiA published articles
based on Antarctica in the 2o21—zo2r period, of which 3
managed to find vertehrate DA [41-43]. One nsed water and
sediment samples to evalvate the metzroen bicdiversity of
benthic ecosystems in Antarctica, aiming to find if there is a
difference in eDXA yield by sample type, depth, or distancs to
the shore [41]. They fonnd that combining data from sediment
and water samples iz ideal to DXMA-based monitering of
nearzhore enviromments, as it maximizes the chances of
finding a greater number of representative taxa. Vertebrate
eDMA was only found on water samples. Another study [42]
usad dual metabareoding (regular and mini barcode) in water
samples to comstruct commmunity stroctures of zooplankton,
bt alse reported finding fish DA Ancther articls used Adelie
penguin guana samples te analyze their diet and foond that the
most abondant aliment in their diet is two krill species
(Euphousia superba and Evphousia crystalloropiias) and the
nomothenioid fishes (Plearagrammo arferctica and Pagotie-
niz borchgrevinkd). They found no significant difference in
prey composition based on geceraphic location, bot discovered
variations based on the annnal environmental and meteor-
clogical conditions of the coastal region [43].

Even with recent published articles, there is =till a vast
predominance of microbizl eDMA being poblished. Om the
Arctic, eDA stodies seem to forns on many different types of
oIganisms. Even with the majority of articles nsing plant-basad
aDMA in their method, all crganisms cited in this review have
ample research, lesseming gaps literatmre. Vertebrates
represant the second most stodied organizms in the Arctic
using eDA  All sample types have at laast one article oo
vertebrate eDI¥A. Most of these articles were published in
recent years and developed new methedclogies for studying
aDMA in extrems envirenments. As palar regions, the cold
biome potentializes the preservation of eD3A [16, 44], opening
up new possibilities for Antarctic eDE9A stodies to be developed

ACADEMIA BIOLOGY 2023, 4

focnsing on vertebrate aDIA. All sample types have showed
great potential for fannistic studies, providing essential data
on the reconstruction of presemt and past ecolopical
environ-ments. Understanding how past climatic changes
affected organisms could help with the preservation of present
biota as the current climate change scenario worsens.
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IDENTIFICACAO MOLECULAR DE
REMANESCENTES OSSEOS DO PERIODO
DE EXPLORACAO BALEEIRA NA ANTARTICA

Dafne Adriana Abreu dos Anjos, Anna Luiza dos Santos Donato,
Rodrigo Goldenberg-Barbosa, Elizeu Fagundes de Carvalho,
Cesar Rogerio Leal do Amarali

Ao longo dos séculos XIX e XX, atividades baleeiras foram desenvolvidas de maneira
desenfreada na Antartica, local inevitavel nas rotas migratorias de diversas espécies
de baleias, devido ao ciclo de congelamento do mar que permite a reprodugdo de
organismos planctonicos presentes na dieta da maioria desses mamiferos
marinhaos. Essas atividades sabidamente impactaram as populagoes de cetaceos
presentes no Oceano Austral, levando algumas populacdes a beira da extingdo,que
ainda hoje estdo em processo de recuperagao, devido ao elevado nimero de
captura de individuos [1-2]. Vestigios dessas atividades sdo encontrados em forma
de ruinas das antigas estagbes e embarcagdes baleeiras, e também por diversos
fragmentos dsseos pertencentes aos individuos cacados, ainda hoje depositados
nas praias antarticas [3].

Figura 1. Registro historico da captura de um individuo durante o periodo baleeiro na Antartica.
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A biologia molecular forense apresenta-se como uma ferramenta importante na
compreensao do impacto deste periodo de exploracao na regido, possibilitando a
identificacdo especifica dos fragmentos ésseos, dificilmente distinguiveis
morfologicamente uma vez que encontram-se degradados pelo tempo e
intempéries naturais as quais estiveram expostos desde sua deposicdo. O material
biologico depositado em diversas praias antarticas encontra-se exposto a ciclos
anuais de congelamento e descongelamento, o que acaba favorecendo a

preservagdo do material genético quando comparamos aos processos de
decomposicdo de carcagas que ocorrem em ambiente tropical, com altas
temperaturas e uma rdpida taxa de desagregacdo do material biolégico. Desta
maneira, € possivel obter material genético desses fragmentos para as analises
moleculares mesmo ap6s um longo intervalo temporal com exposi¢do prolongada

Figura 2. Esqueleto de balela montado pela equipe de Jacques-Yves Cousteau com partes de
possivelmente diversos individuos, durante uma expedicio 3 Antértica em 1972, como memorial do
periodo baleeiro da Regido [4).

A degradacdo do material forense apresenta um desafio para as analises
moleculares, uma vez que limita as regioes do DNA a fragmentos menores. Dentre
as solugbes para esse tipo de caso e questdes, desenvolveu-se a técnica de
identificagao molecular forense baseada em regides de insercao e delegao (InDels),
denominada SpinDel. Baseada em um dos padrdes-ouro em andlises moleculares
na area forense, as analises de fragmentos de insercao e dele¢do, esta analise
permite analisar DNA degradado e realizar a identificacdo de espédies animais com
base no padrdao numérico do comprimento de fragmentos de inser¢ao e delegdo
(InDels), localizados em regides variaveis do DNA [5].
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Flgura 3. Esquema das andlises SpinDel, representando as regides hipervaridveis, o comprimento de
regides considerando as variaghes associadas s suas inserghes e delegbes (editado de Pereira et. al.
2010).

No caso apresentado neste estudo, fragmentos de ossadas encontradas
depositadas na Baia do Almirantado, llha Rei George, Antartica, foram coletados ao
longo do verdo de 2021 e 2022. As amostras foram coletadas junto ao substrato e
preferencialmente associadas as pecas occipitais, objetivando garantir ao maximo a
diferenciagao dos individuos amostrados. Em laboratorio os fragmentos coletados
foram submetidos 3 extra¢do de DNA com o uso do Kit ExtractMe Total DNA/RNA
seguindo da amplificagdo da regido 165 rRNA do DNA mitocondrial pela técnica de
PCR, sendo posteriormente sequenciadas através de sequenciamento Sanger com
o uso do sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems). As sequéncias
obtidas foram utilizadas para o desenvolvimento do primers que serdo utilizados
nas andlises de fragmentos InDel.

Figura 4. Exemplo de peca dssea remanescente do periodo baleeiro antértico depositadas em
diversas praias antirticas e de fragmento asseo em etapa de preparagio laboratorial para a extracio
de material genético,
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Figura 5. Mapa da distribuigdo dos fragmentos ésseos coletados na Peninsula Keller, itha Rei George,
Antirtica

Diante de um levantamento do histérico de captura do periodo baleeiro na regido e
das espécies de baleias presentes na Antartica, foram determinadas as provaveis
espécies a serem encontradas e a abundancia proporcional a elas. Sendo a Baleia
Jubarte a espécie mais capturada noinicio da caga e posteriormente, com inovagoes
tecnologicas nos navios e instrumentos de caga, baleias maiores e mais velozes
passaram a ser as mais capturadas, como baleias azuis e baleias fin [6-8].

Com base nisso, foi possivel utilizar bancos de dados piblicos para obter sequéncias
de DNA mitocondrial das espécies selecionadas, realizar o alinhamento delas e
tracar o perfil de insergio e deleg3o, seguindo a metodologia SpinDel [9] para cada
uma das espécies. Foram selecionadas trés regioes do gene mitocondrial 165 rRNA
que possibilitaram distinguir, como sucesso, todas espécies de baleias antarticas
pelos padroes numéricos encontrados nas regioes de insergdo e delegdo.
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Figura 6. Regides de insercdo e delegdo selecionadas para o desenvolvimento de primers para a

andlise de fragmentos e perfil SpinDel para cada uma das espécies de baleias que ocorrem nas dguas
do Oceano Austral.
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A eficdda da metodologia de identificacdo molecular forense por regifes de
insercdo e dele¢ao e, em especial, seu uso em amostras expostas ao tempo por
longos periodos e degradadas, como € o caso para as amostras contempladas no
presente estudo, abre novos horizontes para o estudo de vestigios de animais de
maneira geral. Os dados gerados podem ser confrontados com os registros
historicos e populacionais, possibilitando assim uma melhor compreensdo dos
impactos dessas atividades na vida marinha pretérita e atual.
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Abstract

Studies with cetaceans nsing degraded samplas have faced challenges for molecular idantification based on the barceding methedology
and other sequencing technigues due to the fagmented naturs of the penetic material found on these samples. In this article, we
evaluated the nse of insartion-dalstion regions for the molaenlar identification of cetaceans. The presented methodology allows the
identification of species based on oumeric profiles related to the chosen InDel ragions, 2 forensic gold standard commonky used for
degraded samples that cannot be sequenced easily. We carried out 2n in silice analysis nsing previeusly published 263 rREMA and
adjacent tRMA-Len mitechondrizl sequences cbtained from the WCE] datzbasze and found that accorate identification of all spacies
inclndead in our azzay conld be obtzined by combining tha lengths of three InDel regions. The regions ==lected in this stody can be nsad
for the construction of molecnlar identification as=ays for phylegeny and conservation stodies, especially when degraded samples are

inclndad.

Eeywords: cetoceans, whales, SpinDel, miDNA, 165 rRNA, degraded
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1. Introduction

hfarine mammals' remains from many origins, time, and ways
of pressrvation may be found im museoms, archaeological
collections, and mostly in their original depositon location.
Molecolar stodies have been developed with distinet ap-
proaches, nsing differant technigues and markers for both
nuclear and mitechondrial DA to retrisve penetic information
from tissue, bomnes, baleen, and other kinds of samples from
whales and saals [i-3]. But even in the cold envircoments
habitated for them, the DA degradation represents a problem
for maolecnlar aszays, since as an organic melecole, it is not
expected to survive longer in exposure, tending to limdt the DITA
regions to smaller fragments [4].

The nza of nodear markers such as short tandem rapeats (STR)
and contral region (CER) is widespread for malacalar dizgnostics
of cetaceans. Mitochondrial markers ara also used, due to the
abundant number of copies, it increases the chaneas of being

found in samples and amplified by the polymerase chain

reacticn. In addition, the =equence conservation on many
systamatic bonndaries of soms mitochondrizl genes has been
snecessfully used im melecular and phylogenstic studies for
cetaceans. The most wsad mitochondrial markers in cstacean
studies are the mitechondrial cytochromeb oyt B), cytochroms
oxidase I (003X 1) 223 rRA and 163 rRMA The analysiz and
sequencing using this sort of identification significantly increases
both the time and financial costs of the project, or the amplified
fragment can be much shorter than the chosen region [3., 5-71-

In thiz sanse. the forensic molecnlar identification techniqne based
on insertiocn and deletion regicns (InDels), called SpInDel,
presents itself as a possible and less expensive tool for identifying
cetaceans in challenging samples [8]. Based on one of the gold
standards in molecnlar anzlysis in the forenszic arsa, the analysis of
insertion and daletion polymerphis ms allows apnaly=ing degraded
D294 and performing the identification of animal speriss based on
the unigue mumericz] pattern of the lensth of InDels located in
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varizble regions of DA [3]. In this way, it becomes feasible to
amplify short fragments from a longer reliable marker.

This article intends to probe the potentizl use of nsertion—delstion
pobymorphismes on the malecnlar idantification of cetacean sparies
based on 2 panel of s2lected short regions of the 155 rRMA and
tRIA-Len miDHA genes, applying the SpInDel approach for nine
cotacean species’ mitogenomes available on public datzbases,
inclnding seven baleen whals: and two toothed whales.

2. Materials and Methods

The analyses werz made im silico, based on sequences of
cetapeans. The constrocted database inclndes referance saquenc-
25 of 155 rBEMA from nine chosen cetaceans. All of them were
obtained from the GenBank database repository (GenBank
acceszion numbers in parentheses): Faloenoptera aoutorostrata
(C_oo3j271.1), Baloemoptera bongeremsis (WC_oofg2b.a),
Balaeroptera borealis (MC_cobg2g.1), Balaenopfera musculrs
(MC_ooi60i.1), Folremopfera physohes (NC_ood321.4),
Eubglasna oustralis (WC_ooSgz0.4), Megapiere novceangize
(IC_oobgera), Orcinus oree (WC_ob4358.1), and Physeter

macrecepholus (MC_oo23jos.2). The saquences were alizned
n=ing the defanlt parametars of MITSCLE found on the softwars
Genaions v.4.8.2 and InDel regions were determined with the
software SpinDel warkBench vz [g].

3. Results

EBased oo the obtained sequences of the mitochondrial DA
from the selected species, we performed their aliznment and
selected inserticn—daletion regions and traced the InDel
profile for each of the species, following the SpInDel
methedology. Three ragions of the 165 rRINA and tRMNA-Leu
mitechondrial genes were selected that made it possible to
suecessfully distingnish all species of analyzed whales by the
numerical patterns found in these insertion and delstion
regions (Fignre 1).

Follewing the aliznment procedore, six regions were selectad and
the SpInDsl profiles were penerated for each one of them for each
speries, as shown in Table 1. Suceessful identification of sach
sequencs is shown in Figure 2.

&
|

et

species (in grayl.

= b A
I |

Figure i » Aliznment performed by Spinel WarkBench vz, with CG countaint profile, and the salzcted regions chosen to distingnish

HC 0016 Balacnaplora musculus

HC D08820 Balsenaplera borealis

HG 06527 Megaptera nowvaeang bas

uo

NG 011321 Balaenaplera phiysalls
HC 008860 Eubalaena australs

HC D8 Balaenaptera bonaerensis

l_
iﬂl_

NG (05271 Balaenoptera acuiorosinata

HC DO2503 Phiyseter macrocephakls

MG 023829 Cromnus arca

Figure 2 » UPGMA tree of included reference sequences with GenBank accession numbers showing the successful spacies identifi-
cation based on the salected InDel regions. Bootstrap suppoert values are represanted at internal nodes.
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Tahle 1 » SpInDel profiles of the thres regions (E1-Bz, BE3—B4,
and B5-EB&) in 16 rRIMA and tRMA-Len for each species. The
oheerved differences of length are doe to the pressnce of
inzertion and deletion pobymorphisms

Ei-Ez E3-B4 E5-E&
NC_oofgzéimzz-zigd  ml Iz o7y
NC_oobgzrinns-zros =g =6 =iy
WC_oo1zz1rnsig-znz T =5 =iy
NC_oobgzo.rnns-=688 =i I35 a1
WC_otass#annz-zigz =7 =8 =6
NC_oozsoz.z-mo-zigy g 2 et
NC_ooifol11535-3109 Ey =6 nF

4. Discussion

Genetic identification of cetaceans often represants a challenps,
zinece sampling and obtzining DA from thess marine mammals
commenly iovelves implies working with stranding material,
ambergris, facal material and aged bone remains [z, 9-13). In
thiz senss, the use of InDels from 163 RMA and tRNA-Len
regions to distingnish all cetaceans present in this study shawed
zatisfactory results, with only three regions being enough to trace
2 umigue profile for each one of the nine selectad species.
Jmestions about the use of 165 rRXA and flanking regions such
as the tR1A-Lan gene have been discnszad and its nsa has already
b2en proved to be adeguate for smadies in different marins
mammals [5-7].

The forensic identification of species, such as for investizating
illegal frade of products from protected species in markets, has
been prowing in importance and smdied with maostly moscolar
tizzne [14-17]. In thiz context different sitndies have besn
condacted to refrieve feasible DA from these kinds of samples
[13]. The most wsed approach for cetacean prodoets was
combinating fragments of oyt B and CE and adjacent tRMAS and
using it for sohving the problem of covering small fragmants of
D14 bt it muost not be encugh for more degraded samples [7,
15—17]. 5till, coding genes in the mitechondrial genoms mmst not
have enongh heterozeneity overall due to functional constraints
for SpInDel analysis [18, 19]. Thos, finding that InDals in the 165
TFIA and tRNNA-Len genes can be used in forensics for the
identification of the selected cetacean spacies may prove ifself a
zmepessiul and low-cost method for retrieving frapmented Dila
from non-trivial zamples.

Recent smdies have proved that thiz methodalegy is appropriate
for molecular assays and have been used for other marine species
identification [zo, 21], but there are no specific assays for
cafaceans in this area. In addition, the affordance of this kind of
identification withaut needing of sequencing, only performing
alactrophorasiz capillary for dstermination of fragment size [8,
18, 2z2], must enable newa protocols. Stranding monitoring of
spacies, commonly dooe with DA bareoding, faces the ame
problems for amplifying entite repions, with the differsnt
conservation state of ach sample [23], that must be solved with
SplnC=l methodology.

ACADEMIA BIOLOGY =2zD23.1

Praobing the potential of 163 rRMA and tRMA-Len for being nsad
to distinguizh zll the nine cetacean speciss opens new horizons
for the stndy and comservation for these species with the use of
bones remains and depraded samples. These thres hypervarizbla
InDel regions of the 165 rENA and tEMNA-Len ZENSS are noW
selerted for flanking primers development and are being tested
for efficient catacean species identification in 3 multiplex assay.
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