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RESUMO EXECUTIVO

A ictiofauna amazdnica é composta por uma enorme diverdidade de peixes sendo
muitas espécies de ocorréncia local. Programas de conservagdo e monitoramento
sao muitas vezes dificultados tanto pela falta de especialistas quanto pela dificuldade
da captura dos espécimes. A criagao de indicadores bioldgicos € de suma importancia
principalmente para mineragéo, que necessita realizar monitoramento periddico para
verificar se suas atividades estdo ou podem causar impactos sob a diversidade ao
entorno do empreendimento. Na Serra dos Carajas, um dos maiores depodsitos
mineral do mundo, existem lagoas que demandam monitoramento devido suas
peculariedades e possibilidades de impactos. Essas lagoas s&o formadas sob crostas
lateriticas ricas em ferro, em platés acima de 770 m acima do nivel do mar, no qual o
nivel de agua € mantido pelo do regime de chuvas da regido. Pensando em
estratégias de manejo mais eficientes e rapidos, este trabalho teve como objetivo
validar uma nova abordagem de levantamento de biodiversidade da ictiofauna
utilizando os rastros de DNA presentes no ambiente. Para isso, foi usado a técnica
de DNA metabarcoding que permite avaliar a diversidade e riqueza de espécies sem
necessidade de captura, e sim através da analise de pequenos fragmentos de DNA

a partir de uma amostras ambiental, como agua ou sedimentos dos rios e lagoas.



RESUMO

A ictiofauna da regido neotropical € composta por uma elevada riqueza de espécies
de peixes. Estima-se que a metade das espécies descrita sdo endémicas da bacia
Amazdnica. O uso sustentavel e a conservagao dos recursos aquaticos na Amazonia
sdo um grande desafio, o reconhecimento de todo o territério € algo dificil de ser
realizado, bem como todas as relagbes dos organismos com o ambiente. Nesse
contexto, este manual tem como objetivo estabelecer parametros experimentais e
analiticos para o uso do DNA ambiental de peixes presentes em cursos de agua em
S11D como uma ferramenta para monitoramento da vida aquatica. O DNA
metabarcoding é uma ferramenta que pode ser aplicada em projetos de
monitoramento ambiental, no qual permite estudos de conservagao da
biodiversidade, proporcionando um resultado econémico, rapido e confiavel. Com
isso, espera-se captura de sinais da biodiversidade da ictiofauna sem a necessidade
de amostragem direta de espécimes.

Palavras-chave: Amazoénia. Ictiofauna. DNA metabarcoding



ABSTRACT

The ichthyofauna of the neotropical region is composed of a high richness of fish
species. It is estimated that half of the described species are endemic to the Amazon
basin. Sustainable use and conservation of aquatic resources in the Amazon is a
significant challenge. The recognition of the entire territory is something challenging
to be accomplished, as well as all the relations of the organisms with the environment.
In this context, the present study aims to establish experimental and analytical
parameters for using environmental DNA from fish in streams in S11D as a monitoring
tool. DNA metabarcoding is a tool that can be applied in environmental monitoring
projects, which allow biodiversity conservation studies, to provide an economical, fast
and reliable result. Thus, it is expected to capture signals of ichthyofauna biodiversity
without the need for direct specimen sampling.

Keywords: Amazon. Ichthyofauna. DNA metabarcoding.
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1 INTRODUGAO

A ictiofauna da regidao neotropical € conhecida por sua elevada riqueza e
diversidade de espécies de peixes. Estima-se que a metade das espécies descrita da
bacia Amazonica sdo endémicas (REIS et al., 2016). A diversidade de peixes
presentes na bacia Amazoénica esta associada a varios aspectos ambientais como
temperatura, complexidade de rios, variagdo do nivel da agua, habitats, condi¢cao de
acidez, entre outros aspectos associados a geologia da bacia (FREITAS et al., 2014).

A conservacao e o uso sustentavel dos recursos aquaticos na Amazdnia sao
um grande desafio. O reconhecimento de todo o territério € algo dificil de ser
realizado, bem como a diversidade de relacbes que ocorre entre os organismos
presentes no ambiente. Com isso, estudos que utilizam estimativas ecolégicas como
ferramenta para monitoramento de comunidades de peixes sao de grande
importancia por fornecerem indicadores que podem ser uteis para a gestdo dos
recursos na bacia amazénica. Os bioindicadores podem ser utilizados para estimar a
diversidade de um determinado ambiente e também para medir os niveis de
contaminagao depois de uma mudanga ocorrida (JARAMILLO-VILLA; CARAMASCHlI,
2008).

Neste sentido, a aplicagdo de novas tecnologias que viabilizam a
caracterizagao de espécies em larga escala podem ser de grande valia em estudos
de levantamento da biodiversidade. A técnica de DNA metabarcoding utiliza o DNA
presente em agua, solos, sedimentos ou tecidos vegetais/animais para a obtencéo de
fragmentos especificos de DNA, permitindo identificar as espécies presentes em um
determinado ambiente sem necessidade de captura (CORLETT, 2017). O sucesso da
abordagem de DNA metabarcoding esta diretamente associado a disponibilidade de
bancos de dados de codigos de barra de DNA, que sao construidos a partir de
sequéncias de DNA de uma espécime especifica com identificagdo taxonébmica
determinadas previamente por especialistas (FAZEKAS, 2009). A construgao desses
bancos referenciados € um pré-requisito para a obtengao de resultados confiaveis,
uma vez que a técnica identifica de forma simultdnea multiplas espécies com base na
comparagao dos codigo de barras de DNA de uma amostra ambiental com os
depositados em banco de dados de referéncia (HEBERT et al., 2003).

O DNA metabarcoding € uma ferramenta que pode ser aplicada em projetos
de monitoramento ambiental, possibilitando avaliar a eficiéncia das estratégias de
manejo, assim como de estudos de conservagéo da biodiversidade, proporcionando



um resultado econdmico, rapido e confiavel (VAFEIADOU, 2019). Assim, esse
trabalho teve como objetivo padronizar a metodologia DNA metabarcoding para
captura de sinais da biodiversidade da ictiofauna utilizando sequenciamento massivo

do DNA a partir de amostras ambientais.

2 METODOS
2.1 COLETA DE AMOSTRA

Todo o procedimento de filtragem deve ser conduzido com luvas de acetonitrila
descartaveis. Um par de luvas diferentes deve ser utilizado para cada local
amostrado. Caso a luva toque uma superficie que esteja contaminada ela deve ser
trocada.

As amostras sao coletadas com o uso de tubos com filtros de 0,22 um tipo
Sterivex com trava do tipo “Leuer Lock”. O pacote do filtro deve ser aberto no topo e
guardado. No filtro € em seguida colada uma etiqueta com um numero identificador
unico. A agua deve ser coletada com uma seringa de 50 ou 60 mL que tenha também
uma trava “Leuer Lock” Apos a coleta da agua a seringa deve ser acoplada ao
Sterivex pela trava “Leuer Lock” e apertada manualmente para o liquido ser filtrado.
Ap0s a filtragem de todo o liquido a seringa é desacoplada e o processo repetido. O
filtro deve ser colocado dentro do pacote em que estava apds ser descoplado para
evitar contaminagdo. O processo € repetido pelo numero de vezes necessario para
que o filtro sature e n&o seja mais possivel forgar a filtragem. O numero de vezes em
que o processo é repetido depende da quantidade de particulas e de matéria organica

na agua.
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Figura 1 - Filtro Sterivex com a trava “Leuer Lock” mostrada na parte inferior do filtro em A.
Seringa com “Leuer Lock”. B seringa deve ser acoplada ao filtro como mostrado em C. O
saco whirl-pak € mostrado em D
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Fonte: Millipore (2019)

Filtros devem ser coletados em triplicata e a cada filtro deve ser dado um
numero identificador unico. Escrever em um saco whirl-pak novo informagdes sobre
o local da coleta. Os trés filtros do mesmo local devem ser colocados em um saco
whirl-pak que é em seguida fechado. O saco em seguida € colocado em uma sacola
térmica contendo gelo quimico que foi congelado de um dia para o outro a -20°C.

Para cada local amostrado metadados associados devem ser coletados. Os
metadados a serem coletados dependem do projeto e devem ser descritos em uma
planilha antes da campanha de campo. Metadados como coordenadas GPS do local,
codigo da amostra, data da coleta e coletor sdo obrigatérios. Fotos do local de coleta
sdo também desejaveis. Todos os metadados devem ser coletados e anotados no
papel no momento da coleta, exceto material que podera ser enviado para analises
adicionais. A esses materiais deve ser anexada uma identificacdo que o conecte as
amostras. ldealmente devem ser preparadas etiquetas adesivas para o numero de
tubos e amostras a serem coletada e uma para a folha da coleta. Na folha da coleta
sao coladas as etiquetas associadas e os metadados associados. Ao final da
anotacdo dos metadados a mesma camera utilizada para as fotos é utilizada para
bater uma foto das anotagdes. Assim, fica facil de conectar as fotos tiradas aos dados
do local, que representa a ultima foto. A planilha com os metadados deve ser
digitalizada preferencialmente no mesmo dia da coleta.

O saco contendo os tubos deve ser colocado em freezer -20°C ao final do dia
de trabalho. O transporte aéreo deve ser feito na sacola térmica com o gelo quimico
congelado a -20°C. Ao chegar ao laboratorio o material deve imediatamente ser

armazenado a -80°C.
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Figura 2 - Etapas para coleta de amostra com filtro Sterivex

Fonte: The eDNA Society (2019)

2.2 EXTRACAO DO DNA

O processo de extragcao de DNA deve ser realizado em capela de fluxo laminar,
previamente limpa e esterilizada com UV para evitar contaminagdo. Além disso,
controles negativos devem ser utilizados. A extragdo de DNA deve ocorrer para cada
tubo Sterivex (Millipore) que é aberto utilizando um alicate esterilizado. O filtro &
retirado do tubo e cortado em pequenas segdes, como demostrado na (Figura 3). Em
seguida, o DNA é extraido das se¢des usando o kit QIAGEN PowerSoil® DNA
Isolation Kit (QIAGEN, Hilden,Germany). Para cada microtubo sao adicionados 60 pL
de solugdo C1. O microtubo € invertido manualmente por 10 vezes. Posteriormente,
0s microtubos s&o agitados em vortex horizontal adaptado (Mix Mate) por 10 minutos
em velocidade maxima. Os microtubos devem ser centrifugados por 14.000 rpm a 30
segundos e 500 pL de sobrenadante é transferido para um novo microtubo,
proporcionado pelo kit.

Adiciona-se 250 uL de solucdo C2, e o tubo é agitado no vortex (Mix Mate) por
5 segundos e imediatamente incubado a 4°C por 5 minutos. Logo apos, deve ser
centrifugado por 1 minuto a 14.000 rpm e 600 pL do sobrenadante transferido de para
um novo microtubo. Em seguida, sao adicionados 200 yL de solugdo C3 e o tubo
agitado no vortex (Mix Mate) por 5 segundos e incubado novamente a 4°C por 5
minutos. Os microtubos sdo centrifugados a 14.000 rpm por um minuto e 750 uL do
sobrenadante é transferido para um novo microtubo, onde é adicionado 1.200 pL da
solugédo C4 e o tubo agitado no vortex (Mix Mate) por 5 segundo.
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Posteriormente, s&o adicionados 675 pL da solugéo agitada em um microtubo
que contém uma coluna de silica acoplada e centrifugar por um minuto a 14.000 rpm.
Esse passo é repetido trés vezes e logo apds sao adicionados 500 pL de solugéo C5.
O microtubo é centrifugado por 30 segundos a 14.000 rpm. Em seguida, a coluna de
silica é transferida para um novo microtubo ao qual sdo adicionados 50 uL de solugao
C6 no centro da coluna para fazer a eluicdo do DNA. O microtubo é em seguida
centrifugado por 30 segundos a 14.000 rpm. A coluna de silica é descartada e o DNA
€ armazenado a temperatura de 4°C.

A concentragdo de DNA deve ser verificada através do Qubit ® 3.0 (Thermo
Fisher Scientific) com o kit Qubit™ dsDNA HS (High Sensitivity) Assay (Thermo Fisher
Scientific). A qualidade do DNA é obtida através de eletroforese em gel de agarose a

1% (LifeTechnologies, Thermo Fisher Scientific Inc.).

Figura 3 - Processo de remogéo do filtro do Sterivex (Millipore) para extragao de DNA total
das amostras

Fonte: Autoria propria (2019)

2.3 AMPLIFICACAO DE MARCADORES GENETICOS

Para a realizagdo da técnica de PCR utilizar os pares de primers L1091
(AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT) e H1478
(TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT) (YANG et al, 2014), com
adaptadores para a plataforma MiSeq-lllumina. Esse conjunto de primer altamente
recomendado para peixes permite amplificar fragmentos de DNA pertencentes ao
gene mitocondrial 12S DNAr. Os primers podem ser sintetizados pela empresa IDT
(Integrated DNA technologies) em escala de sintese padréo.

As amplificacdes devem ser feitas em triplicatas para cada amostra e

combinadas na etapa da primeira purificagdo. Controles negativos devem ser feitos
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para cada PCR realizada. Para a primeira PCR, utilizar 2,5 yL 5x Buffer, 1,2 yL 25
mM MgClz, 1 uL 2 mM dNTP, 0,25 uL L1091 10 pmol, 0,25 uL H1478 10 pmol, 0,1 pL
Taq, 4,2 uL H20 ultrapura e 3 uL DNA totalizando um volume de 12,5 uL para cada
amostra. O volume dos reagentes deve ser multiplicado pelo numero de amostras +1
e adicionados a um tubo eppendorf para formulagcdo do MIX, excluindo apenas o DNA.
Adicionar aos tubo identificados com 0 nome da amostra a quantidade de 9,5 pL do
MIX + 3 uL de DNA de amostra. As reagdes de PCR devem ser amplificadas no
termociclador Veriti 96 com as seguinte configuragdes: desnaturagao inicial a 94°C
por 3 minutos; seguida por 30 ciclos de amplificagdo com 1 minuto a 94°C
(desnaturacéo do DNA), 1 minuto a 57°C (anelamento dos primers) e 1 minuto a 72°C

(extenséao da fita de DNA); e a extensao final por 2 minutos a 72°C.

. Preparo da solucéo de estoque (Primer)

Antes de preparar a solugdo estoque deve-se centrifugar o tubo do primer
liofilizado por 30 segundos. Para a solugéo estoque, a quantidade de numero de mols
€ multiplicada por 10. O valor da multiplicagdo é a quantidade em microlitros de agua
ultrapura que precisa ser adicionada ao primer liofilizado. Recomenda-se vortexar por
30 segundos a 1 minuto para ter certeza que o primer esta bem dissolvido.

. Preparo da solugéo de uso (Primer)
Para preparar a solugdo que vai ser adicionada na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) é necessario diluir para 10 micromolar. Para tanto, utiliza-se 10 pL

da solugao estoque em 90 L de agua ultrapura.

2.4 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA PARA SEQUENCIAMENTO

Recomendamos para a construcido da biblioteca utilizar o protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation da Illumina (lllumina, San Diego, CA,
USA), com modificagdo somente dos primers para a constru¢do da biblioteca
referente ao gene mitocondrial 12S DNAr. Os primers modificados (L1091 e H1478)
contém sequéncias nucleotidicas chamadas overhang, que permitem a adicdo dos
indexes nas etapas posteriores. Os procedimentos da primeira purificagdo do DNA
devem ser feitos a partir do produto da PCR (amplicons) utilizando o kit Agencourt
Ampure XP beads (Bechman Coulter, Inc., Brea, EUA).
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Para avaliar a qualidade dos amplicons, as amostras devem ser submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1%. Para preparo do gel, 1g de agarose € adicionado
a 100 mL de TBE 1X e a solugédo dissolvida em micro-ondas por 2 minutos.
Posteriormente, o corante fluorescente Syber Safe Thermo Fisher Scientific (10 pyL
para cada 100 mL de gel de agarose) € adicionado ao gel e a mistura adicionada na
cuba de eletroforese para solidificagao (aproximadamente 30 minuntos). Para preparo
da amostra, 5 yL de produto de PCR, 1 yL de DNA-ladder 50 pb (InvitrogenTM) e 1,0
WL de corante azul de bromofenol devem ser misturados. Assim que o gel estiver
solidificado, inserir o tamp&o TBE 1X ou 0,5X na cuba de eletroforese juntamente com
o gel e aplicar as amostras nos pogos com uma ajuda de uma pipeta. Iniciar a corrida
utilizando uma corrente elétrica de 90 V por 40 minutos. Para uma verificagdo mais
precisa dos tamanhos dos amplicons, utiliza-se o Bioanalyzer Agilent Technology
2100 (PANARO et al. 2000), de acordo com instrugbes do kit Agilent DNA 1000
(Agilent Technologies).

Ap0s a verificagdo dos amplicons, adaptadores de sequéncias unicas (indexes)
devem ser adicionados a cada amostra através da etapa de Index utilizando o kit
Nextera XT Library prep (lllumina), conforme instrugdes do protocolo (16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation da lllumina). Para a segunda PCR,
utilizadar 5 pL de Nextera XT index Primer1, 5 yL de Nextera XT index Primer2, 25
ML de enzima 2x Kapa Hifi HotStart Ready Mix, 10 yL de agua ultrapura e 5 pL de
DNA totalizando um volume de 50 pL. As PCRs devem ser realizadas no
termociclador Veriti 96 com o seguinte programa: desnaturacéo inicial a 95°C por 3
minutos; seguida por 8 ciclos de amplificagdo com 30 segundos a 95°C, 30 segundos
a 55°C e 30 segundos a 72°C; com extenséo final de 5 minutos a 72°C. O produto
do index de PCR deve ser purificado novamente com o kit de esferas magnéticas
AMPure XP beads (Bechman Coulter), quantificado atravées do Kit de DNA
Qubit™dsDNA HS (High Sensitivity) Assay (Thermo Fisher Scientific) e fluorimetro
Qubit ®3.0 (Thermo Fisher Scientific). A qualidade dos amplicons é verificada quanto
ao tamanho dos fragmentos, por meio de eletroforese capilar, utilizando o Bioanalyzer
Agilent Technology 2100 (PANARO et al., 2000). Todos os procedimentos também

foram feitos com os controles negativos.
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2.5 SEQUENCIAMENTO

O sequenciamento deve ocorrer com a padronizagdo da biblioteca para a
concentracdo de 4 nM, processo que equaliza a quantidade de DNA em cada
biblioteca, e certifica uma representagéo igualitaria de todas as amostras. Logo ap0ds,
0 pool gendmico € agrupado em um unico tubo de acordo com o protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation da lllumina (lllumina). Em seguida, o
pool de biblioteca deve ser codificado com PhiX, uma biblioteca padrdo da lllumina
utilizada para aumentar a diversidade de fragmentos nas corridas de
sequenciamento. Por fim, é realizado o sequenciamento de amplicons na plataforma
MiSeqg-lllumina como demostrado na figura 4, utilizando o kit de corrida MiSeq 300

ciclos.

Figura 4 - Plataforma MiSeq System lllumina

Fonte: lllumina (2020)

Passo a passo de execucdo do sequenciamento acordo com o protocolo Guia
do Sistema MiSeq (Apéndice):

1° Passo: Preparar o cartucho de reagente pré-carregado para uso.

2° Passo: Desnaturar e diluir as bibliotecas.
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3° Passo: Colocar a mistura da biblioteca no cartucho de reagente no
reservatorio designado.

4° Passo: Na interface do software, selecionar Sequence (Sequenciamento)
para iniciar as etapas de configuragdo da execugado ou conecte-se ao
BaseSpace ou ao BaseSpace Onsite.

5° Passo: Limpar e secar cuidadosamente a lamina de fluxo. Carreguar a

lamina de fluxo.

6° Passo: Carregar o frasco de PR2 e verificar se o frasco de residuos esta
vazio. Carregue o cartucho de reagente.

7° Passo: Revisar os parametros da execucao e os resultados da verificagcao
pré-execugdo. Selecionar Start Run (Iniciar execug&o).

8° Passo: Monitorar a execucdo pela interface do MCS ou por outro
computador usando o Sequencing Analysis Viewer (SAV).

9° Passo: Realizar uma limpeza apo6s a execugao.

3 ANALISE DE BIOINFORMATICA

As sequéncias brutas geradas pelo sequenciamento devem ser submetidas ao
PIMBA (A Pipeline for MetaBarcoding Analysis) (OLIVEIRA et al., 2021), um pipeline
voltado para analise de dados de DNA metabarcoding que permite a utilizar bancos
de dados taxondmicos distintos. A escolha do banco de dados é uma etapa muito
importante na analise de DNA metabarcoding pois depende do alvo amostral (plantas,
animais, microrganismos etc.) e marcador utilizado (ITS, COI, 12S DNAr, 16S DNAr
etc.).

O PIMBA foi desenvolvido pelo grupo de bioinformatica do Instituto
Tecnoldgico Vale — Desenvolvimento Sustentavel para analise de metabarcodes de
plantas e tem como base o pipeline QIIME (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology) (CAPORASO et al., 2010, BOYLEN et al., 2019), um pipeline referéncia
desenvolvido para estudos de microbioma. Este pipeline é composto por varias
etapas (tratamento e qualidade das sequéncias, classificacdo taxondmica,
reconstrucao filogenética, analise de diversidade) que foram adaptadas para a analise

de DNA metabarcoding de plantas (Figura 4). O download do pipeline e manual de
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uso esta disponivel no GitHub (https://github.com/reinator/pimba). O PIMBA funciona

nos seguintes sistemas operacionais: LINUX e macOS.

Resumidamente, o PIMBA fara a etapa de trimagem (remog¢ao de adaptadores)
e filtragem por qualidade (Phred >20) utilizando a ferramenta Adapter Removal
(SCHUBERT, LINDGREEN & ORLANDO, 2016). Posteriormente, somente
sequencias forward e reverse de alta qualidade serdo montadas através do montador
Pear (ZHANG et al., 2014). Apés a montagem, ocorre a etapa de derreplicacdo para
a remocao das sequéncias duplicadas e em seguida a exclusdo de sequéncias com
cépia unica. Com intuito de melhorar a qualidade dos dados, as sequéncias menores
que 100 pb sdo descartadas (isso depende do tamanho do marcador molecular
utilizado). Em seguida, as sequéncias sdo agrupadas em Unidades Taxonémicas
Operacionais (OTUs) utilizando o VSEARCH (ROGNES et al., 2016). O agrupamento
das sequéncias OTUs é usada para classificar grupos de individuos com similaridade
> 97% (essa percentagem depende do grupo de organismo a ser trabalhado ou
marcador molecular utilizado). Finalmente as OTUs sdo comparadas com sequéncias
disponiveis em bancos de dados publicos como o] NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), ou bancos especificos como no caso do ITVBioBase,
um banco de dados que contém sequéncias de plantas (matK, rbcL, rpoB, and rpoC1,
atpF-atpH, psbK-psbl and trnH-psbA e ITS2), invertebrados (COIl), morcegos (COl) e
peixes (12S e 16S DNAr) que ocorrem em Carajas. Esse banco foi devidamente
construido e curado por especialistas com foco na area de atuagao da Vale.
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Figura 5 - Fluxograma simplificado mostrando as etapas de analise do pipeline PIMBA: A

Pipeline for MetaBarcoding Analysis
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Fonte: Oliveira et al., (2021)

3.1 PASSO A PASSO CONTENDO AS ETAPAS E COMANDOS A SEREM
UTILIZADOS NO SERVIDOR DO ITV

3.1.1 Acesso ao Cluster

O Acesso ao cluster do ITV acontece via ssh utilizando o terminal disponivel
em sistema Linux, macOS ou Windows Power Shell (Windows 10). (Todos os
programas a serem utilizados ja estdo instalados nos servidores do ITV e

devidamente atualizados. A liberacdo do acesso ao cluster deve ser solicitada ao
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Guilherme Oliveira pelo email guilherme.oliveira@itv.org. Uma vez liberado, um

usuario e senha serdo disponibilizados e estes serdo utlizados a seguir

1.

Entrar no terminal

ssh <usuario>@uv3000

Criar uma pasta com seu projeto dentro da sua pasta principal

mkdir <nome_projeto>

Entrar na pasta criada

cd <nome_projeto>

. Copiar para sua pasta <nome_projeto> os arquivos os “pbs” que estdo dentro

da pasta pimba_prepare (illumina ou ionTorrent), pimba_run e pimba_plot
que estao alocados no endereco

Ibio/lpimba_metabarcoding/docker/examples/

cp
Ibio/pimba_metabarcoding/docker/examples/pimba_prepare/illuminal/job
_prepare.pbs .

cp
Ibio/pimba_metabarcoding/docker/examples/pimba_run/job_pimba.pbs .

cp
/bio/pimba_metabarcoding/docker/examples/pimba_run/databases.txt .

cp
bio/pimba_metabarcoding/docker/examples/pimba_plot/job_pimbaplot.p
bs .

cp
Ibio/pimba_metabarcoding/examples/pimba_prepareDatal/illumina/adapt
ers.txt .

(configurar o arquivo adapters.txt de acordo com seus marcadores moleculares

utilizados)

Criar uma pasta chamada rawdata para alocar os dados brutos
mkdir rawdata

chmod 777 rawdata (permissao de acesso a pasta)
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OBS : Os dados do sequenciamento que serao copiados para a pasta rawdata devem
ser solicitados a Gisele Nunes (gisele.nunes@itv.org) ou Eder Pires

(eder.pires@itv.orqg).

3.1.2 Execugao do pipeline PIMBA

Assim que os dados do sequenciamento estiverem disponiveis na pasta
rawdata execute os comandos abaixo. Lembrar que para executar o comando, o
usuario deve estar dentro da pasta <nome_projeto>

Os comandos excutados no cluster ITV devem ser via pbs chamado pela

funcdo gsub, na fila 2 (-q) e arquivo contendo os scripts desejados (arquivo.pbs)

Passo 1: Prepare seus dados (pimba_prepare.sh)

A primeira etapa executa os scripts de tratamento de qualidade como controle

de qualidade e merge das sequéncias caso seja paired-end.
gsub -q op2 job_prepare.pbs

OBS: caso queira editar os parametros de tratamento deve se editar o

arquivo.

job_prepare.pbs
O comando padrédo é o seguinte :
/bio/pimba_metabarcoding/docker/pimba_prepare.sh illumina <rawdata_dir>
<output_reads> <num_threads> <adapters.txt>
Paréametros

<rawdata_dir> = caminho dos arquivos R1 e R2 reads;

<output_reads> = nome da pasta dos resultados;

<num_threads> = numero de threads;

<adapters.txt> = arquivo contendo os adaptadores usados no sequenciamento.
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EXEMPLO:

/bio/pimba_metabarcoding/docker/pimba_prepare.sh illumina rawdata_illumina/
AllSamples 24 adapters.txt

Caso queira editar, abra o aquivo no terminal usando o comando vim. Para editar
apertar /; para salvar apertar ESC, digitar :wq e dar ENTER,; para sair sem salvar
apertar ESC, digitar :q e dar ENTER

vim job_prepare.pbs

Passo 2: Analise de clusterizagao (OTU) e atribuigao taxonémica
(pimba_run.sh)

O arquivo fasta da etapa anterior € mandatoério na etapa 2. Verificar se o

arquivo foi gerado.

gsub -q op2 job_pimba.pbs

OBS: caso queira editar os parametros de similaridade para agrupamento das
OTUs, nome da pasta contendo os resultados ou bancos de dados a ser utilizado
para classificagdo taxonOémica das sequéncias, deve-se editar o arquivo
job_pimba.pbs utilizando a fungao vim

O comando padrao é o seguinte :

/bio/pimba_metabarcoding/docker/pimba_run.sh -i <input_reads> -0 <output_dir> -s
<otu_similarity> -a <assign_similarity> -c <coverage> -| <otu_length> -h
<hits_per_subject> -g <marker_gene> -t <num_threads> -e <E-value> -d
<databases.txt>

Parametros

-i <input_reads> = arquivo FASTA contendo as reads geradas pelo
pimba_prepare.sh

-0 <output_dir> = Diretdrio com os resultados.

-s <otu_similarity> = Porcentagem de similaridade utilizada para clusterizagao das
OTUs. Default é 0.97

-a <assign_similarity> = Porcentagem de similaridade utilizada para atribuigdo
taxondémica. Default é 0.9

-c <coverage> = cobertura minima para alinhamento. Default é 0.9
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-I <otu_length> = comprimento da trimagem das reads. Se 0, reads séo trimadas.

-h <hits_per_subject> = Se 1, escolhe o melhor best hit. If > 1, escolhe pela maioria.
Default é 1

-g <marker_gene> = gene marcador e database. Pode ser: (16S-SILVA, 16S-
GREENGENES, 16S-RDP, 16S-NCBI, ITS-FUNGI-NCBI, ITS-FUNGI-UNITE, ITS-
PLANTS-NCBI, COI-NCBI, 12S-BIOBASE).

-t <num_threads> =numero de threads usado para blast. Default é 1.
-e = e-value usado para blast. Dafault € 10.
-d <databases_file.txt> = Arquivo contend caminho da base de dados.

EXEMPLO:

/bio/pimba_metabarcoding/docker/pimba_run.sh -i AllSamples.fasta -o 12Sbiobase -
$0.97-a0.7-c0.8 -1 100 -h 1 -g 12S-BIOBASE -t 24 -e 0.1 -d databases.txt

Passo 3: Plot os resultados (pimba_plot.sh)

Quando terminar o pimba_run.sh, vocé sera capaz de gerar alguns graficos
basicos para seus resultados, como PCoA, curvas de rarefagdo, graficos de
diversidade alfa e beta. Tudo o que vocé precisa sdo dois arquivos que o
pimba_run.sh ira gerar (otu_table.txt e tax_assignment) e um arquivo de metadados
(tabela em formato csv) que vocé tera que fornecer (metadata.csv) (Figura 6).

gsub -q op2 job_pimbaPlot.pbs

/bio/pimba_metabarcoding/docker/pimba_plot.sh -t <otu_table> -a
<tax_assignment> -m <metadata> -g <group_by>

Parametros
-t <otu_table> = Tabela OTU gerada por pimba_run
-a <tax_assignment> = Arquivo de atribuigdo taxonédmica gerado por pimba_run

-m = arquivo CSV com colunas "sample_id" (primeira coluna conetndo os lds das
amostras) e outros atributos relacionados a cada amostra (local, estacdo do ano
etc.)

-g = indica a coluna que deseja realizara as. Por exemplo, local. Se n&o quiser
agrupar os resultados, nao o especifique.
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EXEMPLO:

/bio/pimba_metabarcoding/docker/pimba -t AllSamples_otu_table.txt -a
AllSamples_otus_tax_assignments.txt -m mapping_file.csv -g local

Figura 6 - Exemplos dos aquivos finais gerados pelas etapas de analise do pipeline
PIMBA. Esses sao os arquivos que podem ser utilizados em analises estatisticas

posteriores.

Example of OTU table (otu_table.txt) generated by pimba_run.sh:

MB217 MB223  MB224 3227 6 33 MB236 MB239
.

98 147 45 23 0 > 3 20

74

155496 22 152 5

54674 y 1 22 20 48
[3

8

[y

wWwooowN

0Tu4s4
0Tu4s75

T

plelD,Samp odeSequenc
EXTB, CGTAC +GCGTTAGA, CTGTCT(
PCRB, CGTA( +TCTTACGC, CTGTCTCY

MB211, AGGCAGAA+TCTTACGC, CTGTCT
+ )

Fonte: Oliveira et al., (2021)

OBS: Caso for correr o PIMBA em uma computador pessoal ou outro servidor, o

manual de uso e instalagéo esta disponivel em https://github.com/reinator/pimba
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4 LISTA DE MATERIAIS

fte | Descrica | Fabric | Num. Site
m | o ante Parte
1 Filtro tipo | Millipor | SVGPL1 | https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/svgpl10rc?lang=en&region=US
sterivex e ORC
com poro
de 0.22
um de
poliethers
ulfona
com
acoplame
nto tipo
Leuer-
lock e
saida tipo
nipple
2 Seringa Sarste | 94.6077. | https://www.sarstedt.com/pt/produtos/laboratorio/cultura-de-celulas-e-de-tecidos/biorreator-minipermr/product/94.6077.137/
de 50 ml | dt 137
3 Luvasde | Merck | Z672327- | https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/z672327?lang=pt&region=BR
nitrila 50EA
sem po
4 Whirl-Pak | Sigma | WPBO015 | https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/wpb01546wa?lang=pt&region=BR&cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-
46WA- prodRecCold10-1
500EA
5 | Gelo Americ | 9405582 | https://www.americanas.com.br/produto/94055821/kit-com-10-unidades-gelo-artificial-reutilizavel-cliogel-rigido-500-
artificial anas 1 ml?DCSext.recom=RR_item_page.rr1-CategorySiloedViewCP&dcsext.recom=RR_item_page.rr1-
reutilizav CategorySiloedViewCP&nm_origem=rec_item_page.rr1-CategorySiloedViewCP&nm_ranking_rec=5
el
6 Sacola Americ | 9314435 | https://www.americanas.com.br/produto/93144353/sacola-termica-poliester-yins-
térmica anas 3 cinza?pfm_carac=sacola%20t%C3%A9rmica&pfm_index=4&pfm_page=search&pfm_pos=grid&pfm_type=search_page
7 Qubit™ 4 | Therm | Q33226 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q332267?SID=srch-srp-Q33226#/Q332267?SID=srch-srp-Q33226
Fluorome | o
ter Fisher
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8 Qubit™ Therm | Q32854 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q32854#/Q32854
dsDNA o]
HS Assay | Fisher
Kit
9 Eppendor | Eppen | 0030120 | https://online-shop.eppendorf.com.br/BR-pt/Ponteiras-tubos-e-placas-44512/Tubos-44515/Eppendorf-Safe-Lock-Tubes-PF-
f Safe- dorf 086 8863.html
Lock
Tubes
1,5ml
10 | Veriti 96- | Therm | 4375786 | https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4375786#/4375786
Well o]
Thermal Fisher
Cycler1
11 | Ponteiras | Therm | AM12650 | https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/dna-rna-purification-analysis/rna-extraction/rna-extraction-products/nuclease-
com o , free-tubes-tips-and-buffers/nuclease-free-tubes-and-
barreiras | Fisher | AM12660 | tips.html?gclid=CjwKCAIA_f3uBRAMEiwAzPuaM2QKXJOO0XfyKOWifG68RPMOKDA2G1k1K6evZmKUIQvmD-
para PCR , iTtyq47IRoC_clQAvD_BwE&s_kwcid=AL!3652!3!350493651280!b!!g!!%2Bbarrier%20%2Btips&ef_id=CjwKCAIA_f3uBRAmMEiwAzP
AM12635 | uaM2QKXJOOXfyKOWIifG68RPmMOKDA2G1k1K6evZmKUIQvmD-
, iTtygd7IRoC_clQAvVD_BWE:G:s&s_kwcid=AL!3652!3!350493651280!b!!g!!%2Bbarrier%20%2Btips
AM12648
12 | Pipetador | Eppen | 3120000 | https://online-shop.eppendorf.com.br/BR-pt/Pipetas-e-Dispensadores-44563/Pipetagem-manual--dispensacao-44564/Eppendort-
es dorf 020, Research-plus-PF-534798.html
automatic 3120000
os 011
13 | 96-well Fisher | 14-222- https://www. fishersci.com/shop/products/axygen-96-well-semi-skirted-pcr-microplates-2/p-4104932
0.2ml 321
skirtless
PCR
plates
14 | Agencour | Beckm | A63881 https://www.mybeckman.com.br/reagents/genomic/cleanup-and-size-selection/pcr/a63881
t AMPure | an
XP 60 ml | Coulter
kit Genom
ics
15 | Alcool Sigma | E7023 https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigald/e7023?lang=pt&region=BR&gclid=CjwKCAIA_f3uBRAmMEiwAzPuaMyDQvnYQ
absolute 4JXhsrF623BqTGkQwiPhQNgleHpfNN7n4vGZ9PpKL83wsxoCVLEQAVD_ BwE
para

26



biologia

molecular
16 | Microseal | Bio- MSA- https://www.bio-rad.com/pt-br/sku/msa5001-microseal-pcr-plate-pcr-tube-sealing-film?ID=msa5001
‘A Rad 5001
adhesive
seals
17 | Microseal | Bio- MSB- https://www.bio-rad.com/pt-br/sku/msb1001edu-microseal-b-adhesive-seals?ID=msb1001edu
‘B’ Rad 1001
adhesive
seals
18 | MiniSeq lllumin | MS-102- | https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/cluster-gen-sequencing-reagents/miniseq-reagent-kit.htmi
Reagent | a 3003
19 | Nextera lllumin | FC-131- https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-kits/nextera-xt-dna.htmi
XTlIndex | a 1001
Kit
20 | PhiX lllumin | FC-110- https://www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/cluster-gen-sequencing-reagents/phix-control-v3.html
Control a 3001
Kit
21 | Tris-HCI Sigma | 1081284 | https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10+mM+Tris-
10 mM, 6001 HCl&interface=All&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=global&focus=product
pH 8.5
22 | Magnetic | Therm | AM10027 | https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/AM10027?SID=srch-srp-AM10027#/AM10027?SID=srch-srp-AM10027
stand-96 | o
Fisher
23 | Centrifug | Eppen | 5804 R https://online-shop.eppendorf.com.br/BR-pt/Centrifugacao-44533/Centrifugas-44534/Centrifuge-5804-5804R-PF-240993.html
ade dorf
microplac
a
24 | TruSeq lllumin | FC-130- https://www.illumina.com/products/by-type/ivd-products/truseq-custom-amplicon-dx.html
Index a 1005
Plate
Fixture
Kit
25 | High VWR 13500- https://us.vwr.com/store/product/4779955/vwr-signaturetm-high-speed-microplate-shaker
Speed 890
Micro
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Plate

Shaker
26 | Espatulas | Sigma | Z283274- | https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/z2832747?lang=pt&region=BR
de metal 1EA
27 | Direct Sigma https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/directthermalcryotags1234598765?lang=pt&region=BR
Thermal
Cryo-
Tags
28 | DNeasy Qiagen | 12888- https://www.giagen.com/de/products/dneasy-powersoil-kit/#orderinginformation
PowerSoi 100
| Kit
Print
29 | Capela SPLab | Linha100 | http://www.splabor.com.br/produto/capela-de-fluxo-laminar-vertical-dimensoes-internas-1890x652x652-mm-linha-100/
de fluxo or
laminar
30 | Agarose Therm | 1650010 | https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/dna-rna-purification-analysis/nucleic-acid-gel-electrophoresis/dna-
o) 0 electrophoresis/agarose-gel-electrophoreis/routine-dna-gels.html?open=pure#pure
Fisher
31 | Kitde BioRad | 1655044 | https://www.bio-rad.com/pt-br/sku/1655044edu-wide-mini-sub-cell-gt-with-powerpac-mini-power-supply?ID=1655044EDU
eletrofore EDU
se
horizontal
32 | Bioanalyz | Agilent | G2939BA | https://www.agilent.com/en/product/automated-electrophoresis/bioanalyzer-systems/bioanalyzer-instrument/2100-bioanalyzer-
er Agilent instrument-228250
Technolo
gy 2100
33 | DNA Agilent | 5067- https://www.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogld=5067-1504
1000 Kit 1504
34 | 4200 Agilent | G2991AA | https://www.agilent.com/en/product/automated-electrophoresis/tapestation-systems/tapestation-instruments/4200-tapestation-
TapeStati system-228263
on
System
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ANEXO A - Kit de extracdo de DNA DNeasy PowerSoill

O manual pode ser obtido neste link:
https://www.giagen.com/th/resources/download.aspx?id=91cf8513-a8ec-4f45-921e-
8938c3a5490c&lang=en

ANEXO B - Qubit™ 4 Fluorometer

O manual do Qubit™ 4 Fluorometer pode ser obtido neste link:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q332267?SID=srch-srp-
Q33226#/Q332267?SID=srch-srp-Q33226

ANEXO C - Qubit® dsDNA HS Assay Kit

O manual do Qubit® dsDNA HS Assay Kits pode ser obtido neste link:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q33226?SID=srch-srp-
Q33226#/Q332267?SID=srch-srp-Q33226

ANEXO D - Qubit® dsDNA BR Assay Kit
O manual do Qubit® dsDNA BR Assay Kits pode ser obtido neste link:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q32853#/Q32853

ANEXO E - 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation
O manual do procedimento para a construgao das bibliotecas pode ser obtido neste
link:

https://support.illumina.com/content/dam/illumina-

support/documents/documentation/chemistry documentation/16s/16s-metagenomic-
library-prep-quide-15044223-b.pdf

ANEXO F - MiSeq System Guide
O manual do MiSeq System pode ser obtido neste link:

https://support.illumina.com/sequencing/sequencing instruments/miseq/documentati

on.html

ANEXO G - Guia de instalacéo e uso do PIMBA
https://github.com/reinator/pimba
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