cendomica da
Biodiversidade
Brasileira

PROD. TEC. ITV DS — N024/2023
DOI 10.29223/PROD.TEC.ITV.DS.2023.24.0Oliveira

RELATORIO TECNICO ITV DS

MANUAL PARA O MONITORAMENTO DE
BIODIVERSIDADE POR MEIO DE DNA
AMBIENTAL (eDNA metabarcoding)

Renato R. M. Oliveira! « Vitéria Catarina Cardoso Martins?
Paulo Henrique de O. Costa! * Izabela Santos Mendes? 2
Silvia Britto Barreto?! 2 « José Bitencourt! « Santelmo Vasconcelos?!
Gisele Nunes! « Guilherme Oliveiral

Alexandre Aleixo?

Belém / PA
Novembro / 2023

Parceria entre:

iR
INSTITUTO A

\ TECNOLOGICO ¥
VALE ICMBio



cendomica da
Biodiversidade

Brasileira

Titulo: Manual para o monitoramento de Biodiversidade por meio de DNA ambiental (eDNA metabarcoding)

PROD. TEC. ITV DS N024/2023 Revisdo

Classificagéo: () Confidencial ( ) Restrita ( ) Uso Interno ( x) Publica 00

Informagdes Confidenciais - InformacOes estratégicas para o ITV e ICMBio. Seu manuseio € restrito a

usudrios previamente autorizados pelos Gestores da Informagéo.

Informagdes Restritas - Informagdo cujo conhecimento, manuseio e controle de acesso devem estar

limitados a um grupo restrito que necessitam utiliza-la para exercer suas atividades profissionais.

Informagdes de Uso Interno - S&o informacdes destinadas a utilizagdo interna por empregados e

prestadores de servigo

Informagdes Publicas - Informagdes que podem ser distribuidas ao publico externo, o que, usualmente,

¢ feito através dos canais corporativos apropriados

Nota de capa

1 Instituto Tecnolodgico Vale, Belém/PA,;

2 Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade.

Citar como

OLIVEIRA, R. R. M. et al. Manual para o monitoramento de Biodiversidade por meio de DNA
ambiental (eDNA metabarcoding). Belém: 2023. (Relatério Técnico N024/2023) DOI
10.29223/PROD.TEC.ITV.DS.2023.24.0liveira

Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)

048 Oliveira, Renato Renison Moreira.

ambiental (eDNA metabarcoding). / Renato Renison Moreira Oliveira ... [et
al.] - Belém: 2023.

Manual para o monitoramento de Biodiversidade por meio de DNA

46 p. : il

Relatério Técnico (Instituto Tecnoldgico Vale) — 2023
PROD.TEC.ITV.DS — N024/2023
DOI 10.29223/PROD.TEC.ITV.DS.2023.24.0liveira

Conservacdo. 2. Biodiversidade. 3. DNA ambiental. 4.
Metabarcoding. I. Martins, Vitoria Catarina Cardoso. Il. Costa, Paulo
Henrigue de Oliveira. Ill. Mendes, Izabela Santos. IV. Barreto, Silvia
Britto. V. Bitencourt, José Augusto Pires. VI. Vasconcelos Junior,
Santelmo Selmo. VII. Nunes, Gisele Lopes. VIII. Oliveira, Guilherme
Corréa de. I1X. Aleixo, Alexandre Luis Padovan. X. Titulo

Bibliotecaria responsavel: Nisa Gongalves / CRB 2 — 525

Parceria entre:

S .
INSTITUTO 8
TECNOLOGICO 3

VALE ICMBig

N/



cendomica da
Biodiversidade
Brasileira

RESUMO EXECUTIVO

Este documento € resultado da integracdo e atualizacdo de dois manuais
previamente desenvolvidos para estudos de monitoramento da ictiofauna e
flora e apresenta o eDNA metabarcoding como uma solucdo para identificar
multiplas espécies através do DNA ambiental. Esta técnica depende de bancos
de dados de cédigos de barra de DNA e esta sendo muito importante para o
monitoramento ambiental e a conservacdo da biodiversidade, oferecendo
resultados rapidos e precisos. Além disso, € essencial para estratégias de
manejo e atendimento a propdsitos regulatérios e de preservacao. Os métodos
de monitoramento de flora e ictiofauna sado aqui usados como estudos de caso,
exemplificando a aplicacdo pratica do eDNA metabarcoding no Projeto
Genbmica da Biodiversidade Brasileira (GBB), uma iniciativa crucial para o
conhecimento da biodiversidade brasileira e para orientar esforcos de

conservagao.
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RESUMO

O Brasil, reconhecido por sua rica biodiversidade, enfrenta desafios
significativos para mapear e conservar sua vasta fauna e flora, devido a
grandeza e diversidade de seu territorio. A escassez de taxonomistas agrava a
situacéo, tornando os levantamentos de biodiversidade mais raros e custosos.
Nesse contexto, o DNA metabarcoding surge como uma solucdo inovadora,
permitindo a identificacdo simultanea de mdltiplas espécies através da andlise
do DNA ambiental encontrado em amostras de solo, agua, sedimentos e/ou
tecidos bioldgicos. A eficiéncia da técnica se depende de bancos de dados de
codigos de barra de DNA, gerados a partir do sequenciamento de marcadores
moleculares especificos de espécimes previamente identificados por
especialistas, garantindo assim a confiabilidade dos resultados. Esta
abordagem vem revolucionando os projetos de monitoramento ambiental e
conservacdo da biodiversidade, oferecendo resultados rapidos e precisos.
Além disso, a técnica tem se mostrado essencial para estratégias de manejo
eficazes e para atender a diversos propositos regulatérios e de preservacao.
Este manual integra métodos de monitoramento de flora e ictiofauna,
propondo-se a exemplificar a aplicacdo pratica da técnica de DNA
metabarcoding, visando sua adocdo no Projeto Gendmica da Biodiversidade
Brasileira (GBB). A iniciativa representa um passo crucial para gerar
conhecimento aprofundado da biodiversidade brasileira, essencial para

minimizar impactos ambientais e orientar esforcos de conservacao.

Palavras-chave: conservacéo; biodiversidade; metabarcoding; DNA ambiental.
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ABSTRACT

Brazil, known for its rich biodiversity, faces significant challenges in mapping
and conserving its vast fauna and flora, due to the size and diversity of its
territory. The shortage of taxonomists exacerbates the situation, making
biodiversity surveys rare and more costly. In this context, DNA metabarcoding
emerges as an innovative solution, allowing for the simultaneous identification
of multiple species through the analysis of environmental DNA found in soil,
water, sediments, and/or biological tissue samples. The technique relies on
DNA barcode databases, compiled from sequencing specific molecular markers
of specimens previously identified by experts, thus ensuring the reliability of the
results. This approach revolutionizes environmental monitoring and biodiversity
conservation projects, offering fast and accurate results. Moreover, the
technique is proving essential for effective management strategies and meeting
various regulatory and preservation purposes. This manual integrates
monitoring methods for flora and ichthyofauna, aiming to demonstrate the
practical application of the DNA metabarcoding technique, seeking its adoption
in the Genomics of Brazilian Biodiversity (GBB) Project. This initiative
represents a crucial step in generating in-depth knowledge of Brazilian
biodiversity, which is essential for minimizing environmental impacts and

guiding conservation efforts.

Keywords: conservation; biodiversity; metabarcoding; environmental DNA.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade do mundo,
abrigando 15-20% da biodiversidade do planeta (ELLWANGER; NOBRE;
CHIES, 2022), abrigando ecossistemas unicos. Conhecer essa biodiversidade
€ 0 ponto basico para a sua conservacao. Porém, realizar o levantamento da
fauna e flora no Brasil € um desafio, dada a extensdo e ampla diversidade de
um pais continental. Adicionalmente, a escassez de financiamento para a
investigacado taxondmica basica levou ao chamado “impedimento taxonémico”,
reduzindo o numero de taxonomistas qualificados e, consequentemente,
limitando os avancos na avaliacdo e descricdo da biodiversidade (VOGEL ELY
et al., 2017). Dessa forma, os estudos da fauna e flora de ambientes
complexos se tornam cada vez mais raros e dispendiosos.

Neste sentido, tecnologias inovadoras baseadas em DNA, que visam a
caracterizacdo de espécies em larga escala, vém sendo amplamente utilizadas.
Uma dessas técnicas é a analise de DNA de amostras ambientais (e.g., 4gua,
solo, sedimento, ar etc.), denominada DNA ambiental (eDNA) (FICETOLA et
al., 2008). Essas amostras de eDNA s&o amplificadas utilizando iniciadores
conservados para regides previamente definidas, informativas para os taxons
de interesse, e sao submetidas ao sequenciamento de alto rendimento (High
Throughput Sequencing — HTS. Esse procedimento permite a identificacéo
taxon6mica simultanea de mdultiplas espécies a partir de uma Unica amostra,
sem a necessidade de isolamento ou captura dos organismos alvo,
metodologia conhecida como eDNA metabarcoding (CRISTESCU, 2014,
DEINER et al., 2017; FAHNER et al., 2016).

Para a identificacdo taxonémica, a abordagem de DNA metabarcoding

necessita de bancos de dados de codigos de barras de DNA (i.e., barcodes),
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construidos a partir de sequéncias de DNA de espécimes previamente
identificadas por especialistas (FAZEKAS et al., 2009; KRESS; ERICKSON,
2012). A construcdo desses bancos de referéncia € um pré-requisito para a
obtencdo de resultados confiaveis de forma robusta, idealmente obtendo-se
identificacbes até o menor nivel taxonémica possivel (i.e., espécies) (HEBERT
et al., 2003).

O eDNA metabarcoding é uma ferramenta poderisa, que tem contribuido
positivamente para o monitoramento da biodiversidade, gerando conhecimento
necessario para minimizar o impacto ao meio ambiente. Esse método tem sido
aplicado em projetos de monitoramento ambiental, permitindo avaliar a eficicia
das estratégias de manejo, assim como em estudos de conservacdo da
biodiversidade, fornecendo um resultado rapido e confiavel para uma ampla
gama de propdsitos regulatorios e de conservacao. Levantamentos da fauna e
flora brasileira visam gerar o conhecimento necesséario afim de minimizar o
impacto no meio ambiente. Entretanto, para avaliar a biodiversidade e a
composicdo da comunidade de organismos usando essa metodologia sdo
necessarios protocolos eficazes em cada uma de suas etapas.

Esse manual resulta da combinacdo de dois manuais elaborados
anteriormente para o monitoramento da flora (MARTINS et al., 2021) e da
ictiofauna (COSTA et al., 2021). A versao atual € uma demanda do Projeto
Genbmica da Biodiversidade Brasileira (GBB), do eixo DNA metabarcoding,
trazendo os dois manuais previamente citados como estudos de caso para
demonstrar a aplicagdo da metodologia de DNA metabarcoding nas atividades
de monitoramento, além de atualizagbes metodologicas.

Nas proximas secOes serdo abordados os materiais e métodos
necessarios para o monitoramento da flora e ictiofauna nas etapas de coleta

das amostras, extracdo de DNA, amplificacdo das regides de interesse,
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preparo das bibliotecas, sequenciamento dos amplicons e analises de

bioinformética.
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2 COLETA DE AMOSTRAS, EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO E
PREPARO DA BIBLIOTECA PARA ESTUDOS DA FLORA

2.1 COLETA DE AMOSTRAS DE SOLO PARA ESTUDOS DA FLORA

Um dos principais pontos de atencdo que se deve ter durante a coleta de
material para estudos gendmicos esta relacionado aos procedimentos para
evitar a contaminacdo da amostra coletada, bem como a contaminacdo
cruzada (entre amostras). Logo, todos os procedimentos de amostragem e
filtragem devem ser conduzidos com luvas de acetonitrila descartaveis. Além
disso, um par de luvas novas deve ser utilizado para cada local amostrado.
Caso a luva toque uma superficie que esteja contaminada ela deve ser trocada.

Para a coleta de solo, espatulas de metal limpas e autoclavadas sao
utilizadas (um numero suficiente de espatulas deve ser considerado por coleta)
(Figura 1A). A coleta deve ser realizada em triplicata. Em campo, a assepsia
das espatulas deve ser feita utilizando &lcool 70% e, quando possivel,
flambadas ao fogo, tomando sempre cuidado para ndo provocar danos ao
ambiente ou ao coletor. Também pode ser utilizada solucdo de hipoclorito de
sédio a 2% seguida de agua ultrapura para a remoc¢ao de possiveis residuos.

O solo deve ser armazenado em contéineres estéreis, sendo a
recomendacao usar sacos de poliuretano de alta densidade (HDPE), selados e
esterilizados por radiacdo gama, como os do tipo whirl-pak (Figura 1B). A
identificacdo deve ser feita previamente e com ndmeros Unicos, para evitar
troca de amostras. O identificador da amostra pode ser escrito ou colado no
saco com etiquetas proprias para este fim. Caso opte pelas etiquetas, imprimir
previamente copias em triplicata para colar no saco de amostragem e levar

caderno de anotacdes e uma etiqueta extra para quaisquer eventualidades.
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Independente da escolha, os numeros de identificacio devem ser
anotados/colados no caderno de anotagbes juntamente com os metadados
obtidos na coleta.

O transporte das amostras até o laboratorio devera ser feito o mais
rapido possivel em um contéiner termoestavel ou isopor. Recomenda-se a
temperatura de -20°C. Entretanto, devido as condi¢cdes de logistica e as
adversidades do campo, pode-se seguir as recomendac¢des do Guia Nacional
de Coleta e Preservacdo de Amostras!, que preconiza o transporte a 4°C.
Seqguir as devidas recomendacdes sdo importantes para manutencdo da
qualidade da amostra, visando reduzir a degradacao do material genético alvo.

No campo, uma alternativa é usar sacolas térmicas com gelo quimico
para o armazenamento da amostra. O uso de gelo deve ser feito com cuidado,
devido a uma possivel contaminacdo das amostras pelo degelo. Ao chegar no
laboratorio, o material deve ser imediatamente armazenado em ultra freezer a -
80°C.

1 Disponivel em:
http://arquivos.ana.qgov.br/institucional/sge/CEDOC/Catalogo/2012/GuiaNacionalDeColeta.pdf
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Figura 1- Amostragem em campo (A); Saco whirl-pak (B).
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Fonte: Martins et al., 2021

Os metadados sdo todas as informacOes extras referentes a cada
amostra. O seu preenchimento é uma etapa obrigatéria, uma vez que 0s
parametros de amostragem sdo de suma importancia tanto para a identificacdo
das amostras quanto para analises posteriores. Em campo, os metadados
obrigatérios sdo basicamente: coordenadas geograficas ou pontos de
amostragem, nome descritivo, data da coleta, hora da coleta e coletor. Outros
fatores podem ser considerados (sazonalidade, dados fisico-quimicos,
profundidade, quantidade, replicatas, método de coleta etc.), dependendo do
tipo de material a ser coletado. E preciso tomar o devido cuidado para anotar
guais metadados estdo associados a quais amostras.

Fotos do local de coleta também sado desejaveis, sendo que a mesma

camera utilizada para as fotos pode ser utilizada para tirar fotos das anotacoes.
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Isso facilita a conexdo das imagens aos dados da amostra. A planilha com os

metadados deve ser digitalizada preferencialmente no mesmo dia da coleta.
2.2 EXTRACAO DE DNA DE SOLO

A etapa de extracdo de eDNA deve ser feita em laboratorio,
devidamente limpo e equipado, seguindo o fluxo de trabalho (Figura 2). O kit
sugerido para extracdo de DNA de solos é o Kit DNeasy PowerSoil Kit
(Apéndice) (QIAGEN, Hilden, Germany). Este kit reduz a agao de inibidores
naturais do solo que podem causar prejuizos a qualidade do DNA a ser
extraido, resultando entdo em um DNA de alta qualidade.

Para evitar contaminacdo, todo o processo de extracdo deve ser
executado em capela de fluxo laminar, previamente limpa com Hipoclorito de
sodio 2% e Etanol 70% e posteriormente, esterilizada com luz UV por 30
minutos. Além disso, controles negativos devem ser preparados a cada nova
extracdo. Os controles negativos sao feitos utilizando agua no lugar do eDNA,
seguindo os mesmos procedimentos e kits utilizados para as amostras de
eDNA. Recomenda-se fazer extracbes de DNA em triplicatas, mas isso
depende da questéo a ser respondida e da necessidade do projeto.

A extracdo do eDNA devera ser feita usando o Kit DNeasy PowerSoil Kit
(QIAGEN), conforme as instru¢des abaixo:

1. ldentificar os tubos com o cddigo das amostras;

2. Pesar 0,25 g de solo de cada amostra e adicionar nos tubos
identificados;

3. Adicionar 60 pL de solugéo C1 e inverter os tubos manualmente por 10

vezes,;
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4. Vortexar por 10 minutos a 3.000 rpm. Recomenda-se adaptar o mix para
vortexar horizontalmente;

5. Posteriormente, os tubos devem ser centrifugados a 14.000 rpm por 30
segundos. Transferir um volume de 500 puL do sobrenadante para um
novo microtubo, fornecido pelo kit;

6. Adicionar 250 pL de solucdo C2 e agitar o tubo no vortex (Mix Mate) por
5 segundos. Imediatamente incubar a 4°C por 5 minutos;

7. Centrifugar por 1 minuto a 14.000 rpm e transferir até 600 uyL de
sobrenadante (evitando o pellet) para um novo microtubo fornecido pelo
Kit;

8. Adicionar 200 pL de solugédo C3 e agitar no vortex (Mix Mate) por 5
segundos e incubar novamente a 4°C por 5 minutos. Os microtubos séo
centrifugados a 14.000 rpm por um minuto e, em seguida, até 750 uL de
sobrenadante é transferido para um novo microtubo (evitando o pellet),
no qual é adicionado 1.200 pyL da solucdo C4. Agitar no vortex (Mix
Mate) por 5 segundos;

9. Adicionar 675 puL da solucdo em um microtubo que contém uma coluna
de silica acoplada e centrifugar por 1 minuto a 14.000 rpm. Esse passo é
repetido trés vezes e, logo apés, € adicionado 500 pL de solugéo C5, e o
tubo é centrifugado por 30 segundos a 14.000rpm;

10.Descartar o contetudo do tubo coletor e centrifugar o microtubo vazio por
30 segundos a 14.000 rpm para remover qualquer solucdo C5 residual.
Em seguida, a coluna de silica é transferida para um novo microtubo e
deve ser adicionado 100 pL de solugdo C6 no centro da coluna para
fazer a eluicdo do DNA. Centrifugar o microtubo por 30 seg a 14.000
rpm;

11. A coluna de silica é descartada e o DNA é armazenado a -20°C.
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Figura 2 - Fluxograma simplificado mostrando o kit recomendado de extracdo do DNA

total das amostras de solo e 0 método de quantificacdo do DNA.

o a’
gl .
\ DNA
\A%

PowerSoil® DNA

Isolation Kit
DNA Qubit™ DNA Qubit™
dsDNA HS (High ou dsDNA BR
Sensitivity) (Broad Range)
Assay Assay

Fonte: Martins et al, 2021

Ao final, as amostras devem ser eluidas em 100 pyL de tampdo C6
fornecido pelo proprio kit PowerSoil (10 mM Tris- HCI pH 8.5) e quantificadas
no fluorémetro Qubit ® (Thermo Fisher Scientific, Apéndice) com o kit Qubit™
dsDNA HS (High Sensitivity) Assay (Thermo Fisher Scientific, Apéndice), caso
a concentracdo de DNA esteja entre 10pg/uL e 100ng/pL. Caso a concentracao
esteja entre 100pg/puL e 1,000ng/uL utilizar o kit Qubit™ dsDNA BR (Broad
Range) Assay (Thermo Fisher Scientific, Apéndice). O produto da extragéo
deve ser colocado em microtubos Eppendorf Safe-Lock 1,5 pL e armazenado a
-20°C.

2.3 AMPLIFICACAO DE MARCADORES GENETICOS A PARTIR DO DNA
TOTAL EXTRAIDO DE AMOSTRAS DE SOLO
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Pares de primers (fita simples e curta utilizada para dar inicio a sintese
de DNA) direcionados para a amplificacdo das regides de ITS (espacador
interno transcrito do rDNA nuclear) foram testados para a adequacédo ao
protocolo de sequenciamento nas plataformas de sequenciamento de nova
geracdo (NGS), como o lon Torrent e o Illumina MiSeq) conforme indicados na
Tabela 1. O ITS é o principal marcador usado para identificar rastros de DNA
de plantas em amostras de solo (ZHAO; WANG; HUA, 2018). Apés a
verificacdo de eficiéncia de diferentes combina¢cdes de primers, o par ITS2F-
ITS3R foi selecionado para as etapas posteriores devido a sua alta eficiéncia

de amplificacéo para as amostras de DNA ambiental.

Tabela 1 - Lista de primers testados para amplificacdo e sequenciamento nas

plataformas de NGS.

Regido Primer Sequéncia (5°-3’)
ITS2 ITS2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT
ITS2 ITS3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA
ITS ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS ITS4-R CAGGAAACAGCTATGACTCCTCCGCTTATTGATATGC

Como sugestao, os primers podem ser sintetizados pela empresa IDT
(Integrated DNA Technologies) em escala de sintese padrdo. Antes de
preparar a solucao estoque deve-se centrifugar o tubo do primer liofilizado por
30 segundos. Para preparar a solucdo estoque, a quantidade em nmols é
multiplicada por 10. Isso vai gerar a quantidade em pL de agua ultrapura que
precisa ser adicionada ao primer. Recomenda-se vortexar por 30 segundos a 1

minuto para ter certeza de que o primer esta bem dissolvido. Para preparar a
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solucéo de uso que vai ser usada na reacado em cadeia da polimerase (PCR) &
necessario diluir para 10 uM. Para tanto, utiliza-se 10 pL da solugéo estoque e
90 pL de &gua ultrapura.

As reacOes de amplificacdo devem ser realizadas em triplicata para cada
amostra, e controles negativos devem ser utilizados toda vez que for realizada
uma PCR (Figura 3B). Outra recomendacédo importante € ndo utilizar a pipeta
multicanal para pipetar o DNA.

Figura 3 - Extracdo do DNA (A); Amostras sendo colocadas no termociclador (B)

Fonte: Martins et al, 2021

A preparacdo da reacdo de sequenciamento, chamada de Mix, que
contém todos os reagentes necessarios a sintese de novas cépias de DNA,
deve ser sintetizada de acordo com a Tabela 2. Ndo € recomendado utilizar o
5x Green Buffer que vem com o tampé&o de carregamento. O reagente dimethyl
sulphoxide (DMSO), adquirido pela empresa HIMEDIA, deve ser usado em
aliquotas para evitar contaminacdo. O reagente TBT-PAR (solucdo 5x) é

preparado no laborat6rio conforme o protocolo do Apéndice.
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Tabela 2 - Componentes e volumes necessarios para a preparacédo do Mix.

Composto pL
5x Buffer 2,5
25 mM MgCl, 1,2
2 mM dNTP 1
TBT 2,5
DMSO 1
10pmol ITS 2F 0,25
10pmol ITS 3R 0,25
Taq 0,1
DNA 2
H2O ultrapura 1,7
Total 12,5

Volume para 1 amostra

Fonte: autores (2023).

Para cada amostra, recomenda-se que as PCRs sejam feitas em
triplicatas para posterior corrida no termociclador, como o modelo Veriti 96-Well
Thermal Cycler (Thermo Fisher), usado no ITV. As condicbes da PCR
dependem do conjunto de primer utilizado. Para o conjunto ITS2F-ITS3R, as
seguintes condi¢cdes foram utilizadas: desnaturacdo inicial a 94°C por 3
minutos, seguida por 30 ciclos de amplificagdo com 1 minuto a 94°C, 1 minuto

a 54°C, em seguida 1 minuto a 72°C e extensao final por 7 minutos a 72°C.

2.4 PREPARO DA BIBLIOTECA PARA O SEQUENCIAMENTO

Esta etapa é importante para a inclusdo de adaptadores de sequéncias

Gnicas (indexes) lllumina para o sequenciamento. Recomendamos a
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construcdo das bibliotecas utilizando o protocolo 16S Metagenomic Sequencing
Library Preparation da Illlumina (Apéndice), que apesar de mostrar a
amplificacdo de outras regides de interesse, € um protocolo pratico e objetivo.

Inicialmente, todas as triplicatas geradas pela PCR anterior devem ser
unidas antes da primeira purificacdo. Os procedimentos da primeira purificacao
do DNA devem ser feitos a partir do produto da PCR (amplicons) utilizando o kit
Agencourt Ampure XP beads (Beckman Coulter), seguindo as instru¢des do
protocolo anteriormente mencionado. Para avaliar a qualidade dos amplicons,
as amostras devem ser submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%,
seguindo o protocolo de preparo no laboratério ou por meio de eletroforese
capilar, utilizando o Bioanalyzer Agilent Technology 2100 (PANARO et al.,
2000).

Posteriormente, os indexes devem ser adicionados a cada amostra
através da etapa de Index utilizando o kit Nextera XT Library prep (lllumina,
San Diego, CA, USA), conforme instru¢ées do protocolo (16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation da lllumina). Pares de indexes utilizados na
montagem da biblioteca ndo devem ser repetidos nas amostras que serao
sequenciadas em uma mesma corrida. Em seguida, uma nova PCR com os
indexes que foram adicionados a cada amostra deve ser feita utilizando 5 L de
DNA, 5u L de Nextera XT index Primerl, 5 pL de Nextera XT index Primer2, 25
uL de enzima 2x Kapa Hifi HotStart Ready mix e 10 yL de agua ultrapura, para
um volume final de 50 uL. A etapa de Index PCR deve ser feita de acordo com
as seguintes condi¢des: desnaturacao inicial a 95°C por 3 minutos, seguida por
8 ciclos de amplificacdo com 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C, em
seguida 30 segundos a 72°C e extensao final por 5 minutos a 72°C.

O produto da etapa de Index PCR deve ser purificado novamente

utilizando o kit Agencourt Ampure XP beads conforme instru¢cbes do protocolo.
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As bibliotecas devem ser quantificadas no fluorémetro Qubit ® (Thermo Fisher
Scientific) e o tamanho do amplicon também deve ser analisado no Tapestation
System 4200 (Agilent). Para a escolha do kit (d1000, d5000 ou High Sensitive)
deve-se primeiro verificar o tamanho do fragmento para depois seguir o
protocolo do fabricante. O pool genémico (produto do Index PCR purificado)
deve ser padronizado para a concentracdo de 2 nM utilizando a Equagéo 1,
gue deve ser preenchida de acordo com a concentracdo de DNA quantificado e

o tamanho médio do amplicon obtido.

Equacéo 1:

(concentracio em ng/ul)

X 10° = concentracio em nM
(660 g/mol X tamanho médio da biblioteca) :

A corrida de sequenciamento deve ser realizada utilizando os kits de corrida
NextSeq 2000 P1 (60 Gb) ou P2 (180 Gb) (2 x 300bp) (Figura 4).
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Figura 4 - Fluxograma simplificado mostrando as etapas de construcéo de

bibliotecas para o sequenciamento no NextSeq 2000 Illumina.

Primers Eletroforese
ITS2F em gel de Index PCR
ITS3R agarose

PCR Clean- UP

Reagents:
AMpure XP Beads s
Fresh 80% EtOH 4 S s Kit Nextera XT
10mM Tris pH 8.5 :

4200 TapeStation
(Agilent)

PCR Clean- UP 2

Reagents:
AMpure XP Beads
Fresh 80% EtOH
10mM Tris pH 8.5

Qubit ® 3.0
Pool (Thermo Fisher Scientific)

Gendmico
4 nM

Desnaturacéo
e diluicdo das
bibliotecas

Fonte: adaptado de Martins et al., 2021.
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3 COLETA DE AMOSTRAS, EXTRACAO DE DNA, AMPLIFICACAO E
PREPARO DA BIBLIOTECA PARA ESTUDOS DA ICTIOFAUNA

3.1 COLETA DE AMOSTRAS DE AGUA PARA ESTUDOS DA ICTIOFAUNA

As amostras de agua séo coletadas com o uso de tubos com filtros de
0,22 [Om tipo Sterivex™ com conexao do tipo “Luer Outlet” (Figura 5A). O
pacote do filtro deve ser aberto no topo e guardado. No filtro é entdo colada
uma etiqgueta com um numero identificador Unico. A 4gua deve ser coletada
com uma seringa de 50 ou 60 mL que tenha um bico do tipo “Luer Lock”
(Figura 5B). Apés a coleta da 4gua, a seringa deve ser acoplada ao Sterivex™
pelo bico “Luer Lock” e apertada manualmente para o liquido ser filtrado
(Figura 5C). Apos a filtragem de todo o liquido, a seringa € desacoplada e o
processo repetido. O filtro deve ser colocado dentro do pacote em que estava
apos ser desacoplado para evitar contaminacdo. O processo é repetido pelo
namero de vezes necessario para que o filtro sature e ndo seja mais possivel
forcar a filtragem. O nimero de vezes em que 0 processo é repetido depende
da quantidade de particulas e de matéria organica suspensa na agua.

Figura 5 - Filtro Sterivex™ com conexao “Luer Outlet” mostrada na parte
inferior do filtro em A; Seringa com bico “Luer Lock” (B) deve ser acoplada ao

filtro como mostrado em C.

¥ 4 .
4 ' e
/ 4 > & \’sl_\p,\« .
A B C
Fonte: Merck Millipore (202-7).
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Filtros devem ser coletados em triplicata e a cada filtro deve ser dado um
namero identificador Unico. Escrever em um saco whirl-pak novo informacdes
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 € entdo colocado em
uma sacola térmica contendo gelo quimico que foi congelado de um dia para o
outro a -20°C (Figura 6).

Figura 6 - Etapas para coleta de amostra com filtro Sterivex™

v

Fonte: THE EDNA SOCIETY, 2019

3.2 EXTRACAO DE DNA

O processo de extragdo de DNA deve ser realizado em capela de fluxo
laminar, previamente limpa e esterilizada com UV para evitar contaminacéo.
Além disso, controles negativos devem ser utilizados. A extracdo de DNA deve
ocorrer para cada tubo Sterivex (Millipore) que é aberto utilizando um alicate

esterilizado. O filtro é retirado do tubo e cortado em pequenas se¢fes, como
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demostrado na (Figura 7). Em seguida, devem ser realizados os passos 3 a 11

da secéo 2.2, com a diferenca de adicéo de 50 pL de solugdo C6, no passo 10.

Figura 7 - Processo de remocéo do filtro do Sterivex™ (Millipore) para extracao
de DNA

Fonte: Costa et al., 2021

3.3 AMPLIFICACAO DE MARCADORES GENETICOS EM DNA TOTAL
EXTRAIDOS DE AMOSTRAS DE AGUA

Para a realizacdo da amplificacdo da regido de interesse pela PCR, sao
utilizados 0s pares de primers L1091
(AAAAAGCTTCAAACTGGGATTAGATACCCCACTAT) e H1478
(TGACTGCAGAGGGTGACGGGCGGTGTGT) (YANG et al., 2014), com
adaptadores para a plataforma Illumina MiSeq ou NextSeq 2000. Esse conjunto
de primer permite amplificar fragmentos de DNA pertencentes ao gene
mitocondrial 12S DNAr. As amplificagbes devem ser realizadas em triplicatas

para cada amostra e combinadas na etapa da primeira purificacdo. Controles
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negativos devem ser feitos para cada PCR realizada. Para a primeira PCR, séo
utilizados 2,5 pL de 5x Buffer, 1,2 yL de 25 mM MgClz, 1 pL de 2 mM dNTP,
0,25 pL do primer L1091 10 pmol, 0,25 pL do primer H1478 10 pmol, 0,1 pyL de
Taq, 4,2 pL de H20 ultrapura e 3 de DNA, totalizando um volume de 12,5 pL
para cada amostra. As PCRs sdo entdo colocadas no termociclador (e.g, Veriti
96) com o seguinte programa: desnaturagdo inicial a 94°C por 3 minutos,
seguida por 30 ciclos de amplificagdo com 1 minuto a 94°C, temperatura de
anelamento de 57°C a 1 minuto, em seguida 1 minuto a 72°C e extensao final
por 2 minutos a 72°C.

Assim como descrito na secao 2.3, antes de preparar a solugéo estoque
deve-se centrifugar o tubo do primer liofilizado por 30 segundos. A quantidade
em nmols é entdo multiplicada por 10 e o valor da multiplicacdo é a quantidade
em pL de agua ultrapura que precisa ser adicionada ao primer liofilizado.
Recomenda-se vortexar por 30 segundos a 1 minuto para ter certeza de que o
primer esteja bem dissolvido. Para preparar a solugdo que vai ser adicionada
na PCR, deve-se fazer a diluicdo do primer estoquer para 10 yM, utilizando 10

ML da solugao estoque e 90 pL de agua ultrapura.
3.4 PREPARO DA BIBLIOTECA PARA O SEQUENCIAMENTO

Recomendamos para a construcdo da biblioteca utilizar o protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation da lllumina (lllumina, San Diego,
CA, USA), com modificagcdo somente dos primers para a construcdo 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. Para as préximas

etapas, devem ser seguidos os memos procedimentos descritos na secao 2.4.
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4 SEQUENCIAMENTO ILLUMINA

Apoés o a preparacdo do pool gendémico, conforme descrito na secéo 3.3, o
mesmo deve ser unido ao pool de PhiX (biblioteca padréo da Illlumina utilizada
para aumentar a diversidade de fragmentos nas corridas de sequenciamento).
Para sequenciamento de eDNA metabarcoding, a concentragdo de PhiX
utilizada é de 30%. Posteriormente, € utilizado 9 yL do pool e 15 pyL de RSB
(Resuspension Buffer) para a diluicdo na concentracdo apropriada (750 pM).
Por fim, é realizado o sequenciamento de amplicons na plataforma Illumina
NextSeq 2000 (Figura 8), demonstrado na, utilizando os kits de corrida
NextSeq 2000 P1 (60 Gb) ou P2 (180 Gb) (2 x 300bp).

Figura 8 - Plataforma NextSeq 2000 System lllumina

08

W —-e

Fonte: lllumina (2023)

A seguir, € descrito o passo-a-passo de execucdo do carregamento do
pool gendbmico para sequenciamento de acordo com o protocolo Guia do
Sistema NextSeq 2000 (Apéndice A):
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v' 1° Passo: Preparar o cartucho de reagente pré-carregado para uso,
agitando-o cuidadosamente, invertendo-o 10 vezes para garantir uma
mistura adequada dos reagentes.

v’ 2° Passo: Se for necessario, dilua a biblioteca para 2 nM. Com uma
pipeta P1000, perfure o reservatério da biblioteca e pressione as
extremidades do fecho metalico para ampliar o orificio. Em seguida,
coloque 20 pL da mistura da biblioteca no reservatorio designado do
cartucho de reagente. Descarte a ponta da pipeta para prevenir
contaminacdo.

v' 3° Passo: Limpe e seque cuidadosamente a lamina de fluxo (flow cell).
Insira a mesma no compartimento frontal do cartucho, pressionando
firmemente para assegurar uma insercdo adequada.

v 4° Passo: Na interface do software, selecione Load (Carregar). O
software de controle do NextSeq 2000 abrira o visor e ejetara a bandeja.
Insira 0 cartucho de reagente na bandeja do NextSeq 2000 com a
etiqueta virada para cima e a lamina de fluxo devidamente posicionada
dentro do cartucho. Empurre o cartucho até que ele se encaixe de
maneira adequada no local designado.

v' 5° Passo: Na interface do software, selecione Close (Fechar) para
recolher o cartucho e fechar o visor. O software do NextSeq 2000
mostrara informacdes sobre os suprimentos digitalizados apés dois
minutos.

v' 6° Passo [opcional]: Na interface do software, selecione Eject Cartridge
(Ejetar Cartucho) para retirar o cartucho. O visor se abrira

automaticamente apds um minuto e ejetara o cartucho.
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v' 7° Passo: Na interface do software, selecione Settings (Configuracées)
para iniciar as etapas de configuracdo da execucdo ou conecte-se ao
BaseSpace ou ao BaseSpace Onsite.

v’ 8° Passo: Revise o0s parametros da execucdo e os resultados da
verificacdo pré-execucdo e, em seguida, selecione Sequence

(Sequenciar) na interface do software.
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5 ANALISES DE BIOINFORMATICA

Recomenda-se que as sequéncias brutas geradas pelo sequenciamento,
também chamadas de leituras ou reads, sejam submetidas ao PIMBA (A
Pipeline for MetaBarcoding Analysis) (OLIVEIRA et al.,, 2021), um pipeline
desenvolvido para andalise de dados de eDNA metabarcoding.

O PIMBA foi desenvolvido pelo grupo de bioinformatica do Instituto
Tecnologico Vale — Desenvolvimento Sustentavel e tem como base o QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (BOLYEN et al., 2019;
CAPORASO et al., 2010), um pipeline referéncia desenvolvido para estudos de
metabarcoding. O diferencial € que o PIMBA permite a utilizacdo de bancos de
dados taxondmicos distintos, desde os mais tradicionais, como o SILVA
(QUAST et al., 2013), RDP (COLE et al., 2014) , Greengens (DESANTIS et al.,
2006), UNITE (ABARENKOV et al.,, 2010), etc; até bancos proéprios,
personalizados ou baixados, como BOLD (RATNASINGHAM; HEBERT, 2007)
e Genbank (BENSON et al., 2013). A escolha do banco de dados é uma etapa
muito importante na analise de eDNA metabarcoding pois depende do taxon
alvo (plantas, animais, microrganismos etc.) e do marcador utilizado (ITS, COl,
12S DNAr, 16S DNAr etc.).

O PIMBA é composto por vérias etapas: (1) tratamento de qualidade das
sequéncias, (2) classificacdo taxonémica, (3) reconstrucéo filogenética e (4)
analise de diversidade. Essas etapas foram adaptadas para que possam ser
concluidas em apenas trés comandos de linha, referentes a trés modulos
(pimba_prepare.sh, pimba_run.sh e pimba_plot.sh), cujos parametros
podem ser ajustados conforme a necessidade do usuario (Figura 9). O
download deste pipeline e seu manual de uso estdo disponiveis no GitHub

(https://github.com/reinator/pimba, Apéndice A), com instrucdes para executa-lo
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nos sistemas operacionais baseados em LINUX, como Ubuntu, MacOS ou

Windows com subsistema Linux ativado (WSL2).
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Figura 9 - Fluxograma simplificado mostrando as etapas de analise do pipeline

PIMBA: (A) pimba_prepare, etapa de tratamento de qualidade e trimagem das

sequéncias. (B) pimba_run, envolve a remoc¢éo de reads duplicadas,

agrupamento por OTUs ou ASVs, remocéao de quimeras e classificacédo

taxondémica. (C) pimba_plot, com andlises estatisticas basicas realizadas pelo
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Fonte: Oliveira et al., 2021.
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Resumidamente, o PIMBA fara a etapa de trimagem (remocdo de
adaptadores) e filtragem por qualidade (Phred >20, default) utilizando a
ferramenta Adapter Removal (SCHUBERT; LINDGREEN; ORLANDO, 2016).
Posteriormente, somente sequéncias forward e reverse de alta qualidade serdo
montadas através do montador Pear (ZHANG et al., 2014). Apos a montagem,
ocorre a etapa de derreplicacdo para a remocéo das sequéncias duplicadas e
em seguida a exclusdo de sequéncias com coépia Unica. Com o intuito de
melhorar a qualidade dos dados, as sequéncias menores que 100 pares de
base (pb) (default) sdo descartadas (ajustado de acordo com o marcador
molecular utilizado).

Em seguida, o usuario pode optar em seguir com a abordagem onde as
sequéncias sao agrupadas em Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUS)
utilizando o VSEARCH (ROGNES et al., 2016) ou sao inferidas as Amplicon
Sequence Variants (ASVs) usando a ferramenta SWARM (MAHE et al., 2015).
O agrupamento das sequéncias em OTUs é usado para classificar grupos de
individuos com similaridade > 97% (essa porcentagem depende do grupo de
organismo a ser trabalhado ou marcador molecular utilizado). Caso se opte por
utilizar ASVs, o usuario deve informar o nimero maximo de nucleotideos que
podem ser diferentes (o default é de apenas uma base nucleotidica).
Finalmente, as OTUs ou ASVs sdo comparadas com sequéncias de referéncia
disponiveis em bancos de dados publicos como o NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov), ou bancos especificos como o ITVBiobase, um
banco de dados que contém sequéncias de plantas (matK, rbcL, rpoB, and
rpoC1l, atpF-atpH, psbK-psbl and trnH-psbA e ITS2) (VASCONCELOS et al.,
2021), invertebrados (COI), morcegos (COIl) e peixes (12S e 16S DNAr) que
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ocorrem em Carajas. Esse banco foi devidamente construido e curado por
especialistas taxonomistas com foco na area de atuacéo da Vale.

Por fim, o usuéario pode realizar o posicionamento filogenético com as
OTUs ou ASVs encontradas, caso possua uma arvore de constricdo de
interesse. Todas as etapas do pipeline serdo explicadas com mais detalhes nas

secOes seguintes.

5.1 PASSO A PASSO CONTENDO TODAS AS ETAPAS E COMANDOS A
SEREM UTILIZADOS NO PIMBA

Para habilitar o WSL2 no windows, siga as instrugdes do seguinte link:
https://marcelo-albuguerque.medium.com/como-instalar-o-wsl-2-no-windows-
10-3e26d99d7161.

A Unica exigéncia para poder executar o PIMBA é ter o Docker instalado.

Para isso, abra o terminal no seu computador e rode o seguinte comando:

sudo apt-get install docker.io

Apos isso, vocé precisa baixar os scripts do PIMBA (pimba_prepare.sh,
pimba_run.sh, pimba_plot.sh, pimba_tax.sh, pimba_place.sh, adapters.txt
e databases.txt) na pagina https://github.com/reinator/pimba. (configurar o

arquivo adapters.txt de acordo com os adaptadores utilizados na etapa de
sequenciamento, vide https://github.com/reinator/pimba, Apéndice)

1. Criar uma pasta do projeto;

mkdir nome_projeto
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2. Criar uma pasta chamada rawdata para alocar os dados brutos;

mkdir rawdata_dir

3. Dar permisséo de acesso a pasta

chmod -R 777 rawdata_dir

Assim que os dados do sequenciamento estiverem disponiveis na pasta

rawdata execute os comandos dos trés passos abaixo. Lembrar que para

executar o comando, o usuario deve estar dentro da pasta nome_projeto

5.1.1 Passo 1: Preparar os dados (pimba_prepare.sh)

Esta € a etapa para executar os scripts de tratamento de qualidade nos

dados sequenciados pela plataforma lllumina, usando o seguinte comando:

./pimba_prepare.sh illumina <rawdata_dir> <output_reads> <num_threads>
<adapters.txt> <min_length> <min_phred>

Parametros:

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

<output_reads> = nome da pasta dos resultados;

<num_threads> = nimero de threads;

<adapters.txt>

sequenciamento;

= arquivo contendo o0s adaptadores usados no

<min_length> = tamanho minimo da read apds o tratamento de qualidade;

<min_phred>

qualidade.

= menor qualidade PHRED da read ap0s o tratamento de

Parceria entre: 35
INSTITUTO g
TECNOLOGICO o
VALE ICMBio

N/



cendomica da
Biodiversidade
Brasileira

Exempilo:

./pimba_prepare.sh illumina rawdata_illumina/ AllSamples 24
adapters.txt

5.1.2 Passo 2: Rodar a andlise de clusterizacdo (OTU ou ASV) e de

classificagdo taxondmica (pimba_run.sh)

O arquivo fasta que vai ser gerado na etapa anterior € mandatorio nesta
etapa 2. Portanto, € importante sempre verificar se o arquivo foi gerado.
O comando padréo para rodar a andlise de clusterizagdo com OTUs ou

ASVs é o seguinte:

./pimba_run.sh -i <input_reads> -o <output_dir> -w <approach> -s
<otu_similarity> -a <assign_similarity> -c <coverage> -1 <otu_length>
-h <hits_per_subject> -g <marker_gene> -t <num_threads> -e <E-value> -
d <databases.txt> -x <run_lulu>

Parametros

-l <input_reads> = arquivo fasta contendo as reads geradas pelo
pimba_prepare.sh;

-0 <output_dir> = diretdrio com os resultados;

-w = estratégia a ser utilizada. Pode ser ‘otu’ ou ‘asv’. Se for ‘otu’, o PIMBA
usa o programa Vsearch. Se for ‘asv’, o PIMBA usa o programa swarm.
Default: ‘otu’;

-s <otu_similarity> = porcentagem de similaridade utilizada para
clusterizacéo das OTUs. Default é 0.97;

-a <assign_similarity> = porcentagem de similaridade utilizada para a

atribuicdo taxonémica. Default € 0.9;
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-Cc <coverage> = cobertura minima para alinhamento. Default € 0.9;

-| <otu_length> = comprimento da trimagem das reads. Se 0, as reads ndo
serao trimadas;

-h <hits_per_subject> = se 1, escolhe o melhor best hit. Se > 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, COI-BOLD 12S-BIOBASE).

-t <num_threads> =numero de threads usado para o blast. Default é 1;

-e = e-value usado para o blast. Dafault € 0.0001;

-d <databases_file.txt> = arquivo contendo o caminho da base de dados;

-X = se o parametro for ‘lulu’, o PIMBA vai descartar OTUs ou ASVs erréneos

usando o software LULU. O Default € ndo usar o LULU.

Exemplo:

./pimba_run.sh -i AllSamples.fasta -o 12Sbiobase -w otu -s ©0.97 -a 0.7
-c 0.8 -1 100 -h 1 -g 12S-BIOBASE -t 24 -e 0.1 -d databases.txt -x
lulu

5.1.3 Passo 3: Graficos de diversidade alfa e beta (pimba_plot.sh)

Quando terminar o pimba_run.sh, vocé sera capaz de gerar alguns
graficos basicos para seus resultados, como PCoA, curvas de rarefacdo e
gréaficos de diversidade alfa e beta. Tudo o que vocé precisa sao 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 devera ser fornecido (Figura 10). Em

posse desses arquivos, o seguinte comando podera ser executado:
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./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 atribuicdo taxondmica gerado por
pimba_run;

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

-g = indica uma coluna da tabela de metadados onde se pode agrupar as
informacdes a fim de gerar os graficos (por exemplo, local de coleta). Se néo

quiser agrupar os resultados, ndo o especifique.

Exempilo:

./pimba_plot.sh -t AllSamples _otu_table.txt -a
AllSamples_otus_tax_assignments.txt -m mapping file.csv -g local
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Figura 10 - Exemplos de arquivos finais gerados pelas etapas de analise do
pipeline PIMBA. Esses séo 0s arquivos que podem ser utilizados em analises

estatisticas posteriores.

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

Fonte: Oliveira et al., 2021
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Esses sao os trés principais passos para se ter resultados ao analisar dados
de DNA metabarcoding com o PIMBA. Existem outros dois modulos opcionais

que o usuario pode executar e que serdo descritos a seguir.

5.1.4 Passo opcional 1. Realizar apenas atribuicdo taxondmica

(pimba_tax.sh)

Caso o usuério ja possua um arquivo fasta contendo as OTUs ou ASVs
geradas pelo pimba_run.sh, assim como a sua respectiva OTU/ASV table, ele
podera obter diferentes atribuicbes taxonémicas, variando apenas o banco de
dados de referéncia a ser utilizado. O comando a ser utilizado é mostrado

abaixo:

./pimba_tax.sh -i <otus_fasta> -u <otu_table> -o <output_dir> -a
<assign_similarity> -c <coverage> -h <hits_per_subject> -g
<marker_gene> -t <num_threads> -e <E_value> -d <databases_file.txt>
Parametros:
-i <otus_fasta> = arquivo fasta contendo as OTUs ou ASVs geradas pelo
pimba_run.sh;
-u <otu_table> = arquivo contendo a OTU/ASV table;
-0 <output_dir> = diretério com os resultados;
-a <assign_similarity> = porcentagem de similaridade utilizada para
atribuicdo taxonémica. Default € 0.9;
-Cc <coverage> = cobertura minima para alinhamento. Default € 0.9;
-h <hits_per_subject> = se 1, escolhe o melhor best hit. Se > 1, escolhe pela

maioria. Default é 1;
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-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, COI-BOLD, 12S-BIOBASE);

-t <num_threads> = namero de threads usado para o blast. Default é 1;

-e = e-value usado para o blast. Dafault € 0.0001,;

-d <databases_file.txt> = arquivo contendo o caminho da base de dados.

Exemplo:

./pimba_tax.sh -i otus.fasta -u otu_table.txt -o
AllSamplesCOI_98clust9@assign -a 0.9 -c 0.9 -h 1 -g 16S-GREENGENES -t
24 -e 0.1 -d databases.txt

5.1.5 Passo opcional 2: Realizar posicionamento filogenético

(pimba_place.sh)

Adicionalmente, o médulo pimba_place.sh permite realizar andlise de
posicionamento filogenético com as OTUs ou ASVs geradas pelo
pimba_run.sh. A partir de uma arvore de constricdo e seus respectivos
arquivos de alinhamento, é possivel gerar um arquivo JPLACE contendo o
posicionamento filogenético das OTUs/ASVs encontradas, com 0 seguinte

comando:

./pimba_place.sh -i <input_name> -c <constraint_tree_newick> -a
<constraint_alignment> -x <constraint_tree_taxonomy> -t <num_threads>
-d <sequence_type> -o <output_dir>

Parametros:
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-i <input_name> = arquivo fasta com as sequéncias a serem posicionadas
na arvore de constri¢ao;

-Cc <constraint_tree> = arvore de constricdo no formato Newick;

-a <constraint_alignment> = arquivo fasta com as sequéncias alinhadas da
arvore de contricao;

-x <constraint_tree_taxonomy> = arquivo separado por tabulacdo contendo
os identificadores das sequéncias presentes na arvore de constricdo e sua
respectiva taxonomia,

-t <num_threads> = namero de threads a serem utilizadas;

-d <sequence_type> = tipo de sequéncias a serem analisadas. Pode ser 'nt'
or 'aa’;

-0 <output_dir> = diretério onde serdo armazenados os resultados gerados.

Exempilo:

./pimba_place.sh -i data/AllSamples_otus_plants.fasta -c
data/rbcL_ITS2 alignment.newick -a data/rbcL_ITS2 alignment.fasta -x
data/taxonpath.tsv -t 5 -d nt -o output

O arquivo JPLACE gerado sera salvo no diretorio
<output_dir>/no_clustering/placed/<input_name>.jplace
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APENDICE A

Kit de extracdo de DNA DNeasy PowerSoil

O manual pode ser obtido neste link:
https://www.qgiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=9bb59b74-e493-4aeb-
b6c1-f660852e8d97&Ilang=en

Qubit™ 4 Fluorometer

O manual do Qubit™ 4 Fluorometer pode ser obtido neste link:
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMANO0017209 Qubit 4 Fluorometer UG.pdf

Qubit® dsDNA HS Assay Kit

O manual do Qubit® dsDNA HS and BR Assay Kits pode ser obtido neste link:
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FQubit dsDNA HS Assay UG.pdf

16S Metagenomic Sequencing Library Preparation

O manual do procedimento para a construcao das bibliotecas pode ser obtido
neste

link:

https://support.illumina.com/content/dam/illuminasupport/
documents/documentation/chemistry _documentation/16s/16s-
metagenomiclibrary-

prep-guide-15044223-b.pdf

NextSeq 2000 Sequencing System Guide

O manual do NextSeq 2000 System pode ser obtido neste link:
https://www.illumina.com/content/dam/illumina/gcs/assembled-
assets/marketing-literature/nextseq-1000-2000-spec-sheet-m-na-
00008/nextseg-1000-2000-spec-sheet-m-na-00008.pdf

Guia de instalacdo e uso do PIMBA:
https://github.com/reinator/pimba
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