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PREFACIO

Este e-book apresenta um guia pratico e acessivel para a
identificacdo de espécies por meio de DNA ou DNA ambiental
(eDNA), abrangendo desde o planejamento do projeto e a escolha do
ensaio até a coleta de amostras e a analise genética. O conteudo
explica de forma clara os conceitos de biologia molecular essenciais
para essa abordagem, diferencia os métodos que utilizam
sequenciamento daqueles que nao utilizam, apresenta as principais
técnicas de identificacao rapida (sem sequenciamento) e destaca a
importancia da padronizagao dos procedimentos para garantir
resultados confidveis. Ao final, busca apoiar pesquisadores e
profissionais da area ambiental na aplicacao dessas técnicas de
forma eficiente e eficaz.

O foco principal deste e-book esta nos peixes cartilaginosos
(Chondrichthyes). No entanto, muitos dos conceitos e técnicas
abordados também podem ser aplicados a outros grupos. Além
disso, este e-book inclui quatro fluxogramas que orientam o leitor
em cada etapa de um projeto de identificacdo molecular, desde a
definicao dos objetivos e a escolha das técnicas mais adequadas até
a analise e validacao dos resultados. Com esta obra, buscamos
contribuir para a disseminacao do conhecimento cientifico e a
conservacao da biodiversidade marinha.
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1. O QUE E IDENTIFICACAO
MOLECULAR?

A identificacao molecular utiliza variacées no DNA para
determinar a espécie de uma amostra. Essencial para a biologia da
conservacao e areas afins, essa ferramenta costuma ser aplicada
por meio de duas abordagens principais:

1.1 IDENTIFICACAO COM SEQUENCIAMENTO DE DNA

Este método requer o sequenciamento do DNA extraido da )
amostra. Ele fornece informacdes sobre a variagcao genética e €
especialmente eficaz para a identificacao de espécies e a deteccao
de variantes genéticas raras.

%@

N

1.2 IDENTIFICACAO SEM SEQUENCIAMENTO DE DNA

Este método nao requer sequenciamento em laboratoério, )
O que o torna uma alternativa mais rapida e econdmica para a
identificacao molecular. Essas abordagens, denominadas
“ferramentas rapidas de identificacdo baseadas em DNA/eDNA”,
permitem a deteccao direta de DNA e, em alguns casos, a sua
quantificacao.

Conceitos Basicos e Fundamentos



Além de serem mais rapidas e econdmicas, as ferramentas rapidas
de identificacdo baseadas em DNA/eDNA vém ampliando seu uso
para além das analises laboratoriais tradicionais. Avancos em
tecnologias portateis permitem realizar reacdes de PCR e até
mesmo sequenciamento diretamente em campo, com
equipamentos compactos e de facil uso. Dispositivos de
sequenciamento portateis, como o MinlON (Oxford Nanopore
Technologies), possibilitam a geracao de sequéncias de DNA em
tempo real fora de laboratdrios convencionais.

===== | MINIPCR® MINIS8
MINIPCR. miniPCR mini8X thermal cycler.
Disponivel em: https://www.minipcr.com/product/minipcr-

mini8x-thermal-cycler/. Acesso em: 12 de maio de 2025.

1 BENTO LAB
& % }.?’

BENTO BIO. Bento Lab — portable DNA laboratory.
5 y Disponivel em: https://bento.bio/product/bento-lab/. Acesso em: 12

\ de maio de 2025.

BIOMEME FRANKLIN™

BIOMEME. Franklin™ Real-Time PCR Thermocycler. Disponivel
em: https://biomeme.com/platforms/franklin/. Acesso em: 12 de
maio de 2025.

MINION
OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES. MinlON MK1IB - portable
nanopore sequencing device. Disponivel em:

https://nanoporetech.com/products/sequence/minion-mkilb.
Acesso em: 14 de novembro de 2025.

Esses dispositivos portateis permitem a deteccdao de DNA em
tempo real, sendo vantajoso em situacdes que exigem decisdes
rapidas. Isso inclui, por exemplo, o monitoramento de espécies
ameacadas em regides remotas, a verificacao da identidade de
capturas durante inspecdes pesqueiras e o apoio a fiscalizacao do
comércio de fauna quando o acesso a laboratorios € limitado ou ha
risco de degradacao das amostras.
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2. CONTEXTUALIZACAO:
TUBAROES E RAIAS E A NECESSIDADE DE
FERRAMENTAS DE IDENTIFICACAO RAPIDA

Tubardes e raias estao entre os
organismos marinhos mais ameacados
do mundo, enfrentando fortes pressdes
devido a sobrepesca e a degradacao de
habitats. A captura e o comércio ilegal

de espécies ameacadas representam
um problema grave, ja que muitas vezes
esses animais sao identificados
incorretamente e comercializados sem
identificacao adequada, o que torna
ainda mais dificil a aplicacao de
medidas de fiscalizacdao e conservacao.

Nesse contexto, as ferramentas rapidas
de identificacao baseadas em
DNA/eDNA surgem como técnicas
estratégicas para permitir a deteccao
precisa de espécies, inclusive em
produtos processados, auxiliando no
combate a pesca ilegal e na protecao de
populacdes ameacadas. O uso dessas
técnicas possibilita obter de forma
rapida e de baixo custo informacdes
sobre os taxons de elasmobranquios
capturados e comercializados, gerando
dados atualizados sobre as atividades

pesqueiras.

Nota: Um taxon é uma unidade de classificacao bioldgica (plural:
taxons ou taxa) que representa um grupo de organismos
reconhecido em um determinado nivel taxondémico, como
espécie, género ou familia.

Conceitos Basicos e Fundamentos



Além disso, a aplicacao dessas técnicas rapidas ao DNA ambiental
(eDNA: do inglés environmental DNA) — utilizando amostras do
ambiente, como agua, para identificacao — pode facilitar o
monitoramento da biodiversidade. Isso é fundamental para o
desenvolvimento de estratégias de manejo que contribuam
efetivamente para a conservacao e o uso sustentavel dos recursos
marinhos. Diante disso, investir em técnicas de identificacao rapidas
e acessiveis é essencial para garantir um monitoramento e uma
fiscalizacao mais eficientes e frequentes.

——

&

Figura 1. Coleta e filtragdo de amostras de agua para analise de eDNA
utilizando um amostrador de eDNA Smith-Root (https:// www.smith-
root.com/edna/edna-sampler). Créditos da imagem: Ingrid Bunholi e Mary
Finch.
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3. PLANEJANDO SEU PROJETO DE
IDENTIFICACAO MOLECULAR

Esta secao apresenta a etapa de planejamento de um
projeto de identificacao molecular. Ela oferece um guia
pratico para auxiliar pesquisadores, estudantes e
profissionais a transformar um problema ou ideia inicial

em um plano de projeto estruturado.
Trés fluxogramas que ilustram o fluxo de trabalho da identificacao
molecular sao apresentados para fornecer um caminho claro e
pratico, do conceito a implementacao:

(i) como iniciar um projeto a partir
de uma ideia, questao ou situacgao
inicial, transformando-a em um
plano de acdo estruturado; (ii)
como selecionar as técnicas
moleculares mais adequadas; e (iii)
como avaliar e organizar os
recursos disponiveis.

Planejamento de Projeto Molecular

Por fim, no topico 5, “Execucao do seu
Projeto de Identificacao Molecular”, é
apresentado um quarto fluxograma (iv),

gue conecta o conhecimento adquirido
nesta secao a execucao do projeto, desde a coleta de amostras até a
identificacao das espécies.



3.1 INICIANDO UM PROJETO

Iniciar um projeto de identificacao molecular exige compreender
claramente quatro aspectos fundamentais:

? ’

e
] N Deteccao de produtos da fauna
Monitoramento nao . L.
. ) L . silvestre no comércio
invasivo da biodiversidade
p
e p “ Identificagao da
Rastreamento da (" ) -
tividad al Identificacdo de composi¢cao de produtos
atividade comercia
’d q produtos processados (ex.:
ex.: residuos de s .
( processados (ex.: cosmeéticos, alimentos,
mercado e ) . ~
50 d carne, nadadeiras e medicamentos e racdo
composicao da . .
captura incidental) produtos secos) para animais de
L P )N / estimacao)
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( DNA ambiental ) { DNA de tecidos J DNA de amostras
complexas
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3.2 ESCOLHENDO A TECNICA MOLECULAR ADEQUADA

DNA ambiental
(ex.: dgua do mar, residuos de chao
de mercado)

T

+ objetivo +

Detectar Caracterizar a
taxons composicdo da
especificos comunidade
] ]
FERRAMENTAS TECNICAS

BASEADAS EM
SEQUENCIA-

DE ID RAPIDA
BASEADAS EM
DNA/eDNA

1)

Taxon-Specific
PCR

MENTO

DNA
metabarcoding

DNA
metagenomics

Taxon-Specific
gPCR

Multiplex gPCR

ddPCR

DNA de tecidos
(ex.: carne, nadadeiras)

v objetivo +

DNA de amostras complexas
(ex.: mistura de alimentos, sopas,

cosmeéticos, alimentos para
animais)

Identificar Identificar v objetivo v
taxons de taxons de ampla Detectar um Identificar
pescarias-alvo ou desconhecida OU poucos todos os
(ex.: raias-viola) abrangéncia taxons-alvo taxons na
] | na amostra mistura
FERRAMENTAS TECNICAS ' |
DE ID RAPIDA || BASEADAS EM FERRAMENTAS TECNICAS

SEQUENCIA-

BASEADAS EM

DNA/eDNA MENTO

DE ID RAPIDA
BASEADAS EM

BASEADAS EM
SEQUENCIA-

DNA/eDNA MENTO

Taxon-Specific A ® DNA barcoding
PCR

Multiplex PCR

Taxon-Specific
gPCR

Taxon-Specific

Multiplex gPCR

Taxon-Specific
PCR

Multiplex PCR

)

DNA
metabarcoding

DNA
metagenomics
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gPCR
A HAMP Multiplex gPCR
PCR-RFLP
LAMP
4 N/ N\ /7 N/ — ~N
O custo & um fator E facil desenvolver do E preciso quantificar? Saorr;'eo?gzza‘::sc;er:l:)lgdos
limitante? zero? Taxon-Specific gPCR, LAMP, Taxon-Specific I.DCR
Taxon-Specific PCR, Taxon-Specific PCR ddPCR, yMuItipIequpcp q '
LAMP, PCR-RFLP, PCR-RELP ' DNA metagenomics, - !
Multiplex PCR Multiplex qPCR sequena.amento com
\. J\_ JAN AQ MinION )
4 N/ N/

E necessaria alta
sensibilidade?
ddPCR,
Taxon-Specific
gPCR

VAN

E necessario detectar
espécies raras?
ddPCR,
Taxon-Specific gPCR

E necessario identificar A
todas as espécies

presentes na amostra?

DNA metabarcoding, DNA

metagenomics
J L J/

Validado para Chondrichthyes
Nao validado para Chondrichthyes

Sequenciamento por NGS
A Sequenciamento de Sanger



3.3 QUAIS FERRAMENTAS ESTAO DISPONIVEIS?

Consulte os recursos disponiveis para identificacdo molecular
de Chondrichthyes: Alvarenga e Bunholi et al. (2025) -

Molecular Ecology Resources. O material suplementar redne
todas as ferramentas rapidas de identificagdo publicadas até
2025, incluindo ensaios, primers e sondas disponiveis.

Existe um ensaio disponivel para o taxon-
alvo com o método escolhido?

- SIM

J\ NAO

Recursos prontos

|

Q
Ensaios completos referem-
se a ferramentas de
identificacdo rapida baseadas
em DNA/eDNA, ja
desenvolvidas para um grupo
taxonémico especifico e

prontas para uso.

Existe algum ensaio similar

disponivel para o taxon-alvo? (ex.:
PCR-RFLP em vez de multiplex

PCR)

Utilize o
rr_|étodo
similar!

NAO T

Ja existem primers para
o tédxon-alvo?

ﬁ SIM —A— NAO ——

para usar!

‘C

Verifique o que é necessario:
1. Nos recursos disponiveis:
primers, sondas, e/ou enzimas
de restricao
2. Reagentes adicionais

conforme o ensaio selecionado

J

@xecute o ensa@

Gnalise os resultado§

v

Revise a secao
“3.2 - Selecionando a
técnica molecular
adequada” e verifique qual
ensaio seria mais facil de
desenvolver ou adaptar.

Planejamento de Projeto Molecular



4. FUNDAMENTOS DA
IDENTIFICACAO MOLECULAR: O
QUE VOCE PRECISA SABER PARA
PLANEJAR SEU PROJETO

Apos apresentar como planejar um projeto de identificacao
molecular, o préoximo passo € compreender os conceitos
moleculares essenciais que irdo orientar suas decisdes. Um bom
entendimento dos fundamentos da biologia molecular é
fundamental para selecionar os métodos mais adequados e
garantir um projeto bem estruturado.

Esta secao oferece uma visao geral simplificada dos conceitos
fundamentais e destaca algumas das ferramentas rapidas de
identificacdo baseadas em DNA/eDNA mais utilizadas e
emergentes. Em conjunto, esses conhecimentos fornecem a base
necessaria para alinhar o planejamento do seu projeto com as
abordagens moleculares que o tornam possivel.

4.1 O QUE E PCR (REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE)?

« Definicao Simples

A PCR (do inglés: Polymerase Chain Reaction) € uma técnica
utilizada para produzir multiplas copias de uma regiao especifica
do DNA. Podemos dizer que ela funciona de maneira semelhante
a uma fotocopiadora.

O

Essas copias podem ter tamanhos especificos,
determinados pelos primers (ver definicao a
seguir), auxiliando na identificacao de espécies
ou grupos especificos e servindo de base para
diversas técnicas de identificacao molecular.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular



Reagentes Principais

DNA Molde - Fita de DNA que contém a sequéncia de
interesse a ser amplificada/copiada.

Primers - Sequéncias curtas de DNA de fita simples que se
ligam a regides complementares do DNA molde,
delimitando a regiao que sera amplificada.

DNA

Polymerase

k w\ Fnzyme

Polimerase - Enzima responsavel por sintetizar novas fitas
de DNA ao adicionar nucleotideos complementares a fita
molde, a partir da regiao do primer. A Taq polimerase € a
enzima mais utilizada em PCR, pois é capaz de resistir as
altas temperaturas necessarias para a separacao das fitas
de DNA, ao contrario da maioria das enzimas.

Nucleotideos (desoxirribonucleotideos trifosfatados:

@, dNTPs, do inglés: deoxynucleoside triphosphates) -
‘»'f:__‘%igi_ " Unidades basicas que compdem o DNA. Cada nucleotideo

é formado por trés componentes: uma base nitrogenada
(adenina = A, timina =T, citosina = C ou guanina = G), um
acucar de cinco carbonos (desoxirribose) e um grupo
fosfato.

griesium

24905

Cloreto de magnésio (MgCl,) - Fornece ions magnésio que
atuam como cofatores da DNA polimerase, influenciando a
atividade enzimatica, a ligacao dos primers e a
especificidade da amplificacao.

Tampao - Solucao que estabiliza o sistema, ajudando a
manter o pH e as condi¢des ideais para o funcionamento
da polimerase, garantindo que a reacao ocorra de forma
eficiente.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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4.2 VARIACOES DE PCR

« PCR multiplex (Multiplex PCR)

Permite detectar simultaneamente multiplas regides do DNA por
meio do uso de varios primers.

« PCR em tempo real (Real-time quantitative PCR, qPCR)

Permite a quantificacao do DNA em tempo real utilizando primers
especificos. Sondas podem ser adicionadas para aumentar a
especificidade, especialmente em amostras de eDNA, mas seu uso
Nao € restrito a esse tipo de amostra; tanto amostras de tecido
guanto de eDNA podem ser analisadas utilizando apenas primers
ou em combinagcao com sondas. =

L4/ /4

§ 5 0 1B 20 2T 0 45

el - o By = |

—

« PCR digital em gotas (Droplet-digital PCR, ddPCR)

Amplifica o DNA por meio de milhares de microgotas, permitindo
a quantificacao precisa de eDNA mesmo em baixas
concentracdes. Requer o uso de primers e sondas especificos.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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4.3 PRIMER VS. SONDA: QUAL E A DIFERENCA?

Primers e sondas sao utilizados em técnicas de biologia molecular,
principalmente em PCR e suas variacdes, sendo as sondas mais
comumente empregadas em qPCR e ddPCR.

e Primers

Sao sequéncias curtas de DNA que atuam como pontos de inicio
para a amplificacao do DNA na PCR. Elas se ligam a sequéncia-
alvo e indicam a enzima (polimerase) onde iniciar a cépia do DNA.

Regido a ser copiada

ST ATCAGATC ~GAGTACTAG °
PULLLO T L

TAT
[
3z ATAGTCTAG:--- CTCATGATC 5

l

TATCAGATC: - GAGTACTAG
(IR
ATGAT
—

DNA molde

Forward primer
Reverse primer

3

Ll
ATAGTCTAG: -

CTCATGATC 5

« Sondas

Sao sequéncias curtas de DNA que se ligam especificamente ao

DNA-alvo e contém um marcador fluorescente. Sdo utilizadas para

aumentar a especificidade na identificacao e quantificacao de

amostras de eDNA, tanto em aplicacdes de gPCR quanto de

ddPCR.

1 Componentes da reagao e DNA molde

Sonda

Forward primer

Reverse primer

DNA molde
| I T O O IR B A | | T I I A

> TATCAGATCTAG " TACGAGTACTAG 3

Z’I/\T/\GT(T/\G/\T(---/\TG(TTC/\TG/\T('

2 Desnaturagdo e Anelamento

3 Extensdo e Geracdo de Sinal

5' 3

TATCAGATCTAG - TACGAGTACTAG

Sinal fluorescente

J

5

. DNA
Forward pr/merc{a’.@:::"

e

B.ATAGTCTAGATC-~-ATGCTCATGATC

5
DNA molde TATCAGATCTAG " TACGAGTACTAG
Reverse primer
) Sonda
Forward primer oA
\ \\t
W ATAGTCTAGATC ---ATGCTCATGATC

3

Reverse primer

5

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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4.4 GENETICA SIMPLIFICADA: ENTENDENDO
CONCEITOS-CHAVE

« Bioinformatica

A bioinformatica € uma area cientifica que combina biologia e
computacao para analisar grandes conjuntos de dados bioldgicos,
como sequéncias de DNA, RNA e proteinas. E essencial para
otimizar analises genéticas e auxilia em:

- Identificacdao de genes e mutacoes;

- Comparacao de sequéncias entre diferentes organismos;
- Desenho de primers para técnicas de PCR,;

- Experimentos e simulacdes in silico;

- Analises estatisticas de variacao genética e dados de
sequenciamento.

« Células

A célula é a menor unidade funcional dos organismos vivos,
responsavel por atividades essenciais como produc¢ao de energia,
crescimento e reproducao. Nas células eucarioticas, o DNA esta
protegido pelo nucleo, onde é armazenado e transmitido entre
geracoes.

E importante lembrar que ha dois principais tipos de células:

Células mais simples, sem nucleo delimitado por membrana,

cujo material genético (DNA) esta localizado no citoplasma.
Incluem os grupos Bacteria e Archaea.

Células mais complexas, com nucleo delimitado por
membrana, onde esta o DNA, e com organelas
especializadas. Incluem animais, plantas, fungos e
protistas.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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+ Reacao em cadeia

E um processo no qual uma acéo inicial desencadeia uma
sequéncia de eventos sucessivos. Um exemplo bem conhecido € a
PCR; como discutido anteriormente neste e-book, a PCR copia um
fragmento de DNA milhdes de vezes.

« Contaminacgao

A contaminacdao em analises moleculares pode ter diversas
origens e comprometer a precisao dos resultados. Ocorre quando
substancias ou materiais indesejados interferem na amostra ou no
processo de analise, levando a erros ou a resultados falso-positivos
ou falso-negativos. Exemplos de contaminacao incluem:

- Contaminacdo ambiental (por exemplo, residuos de DNA/RNA de
amostras anteriores ou aerossois no ambiente de trabalho);

- Contaminacgao proveniente de reagentes ou equipamentos (por
exemplo, reagentes vencidos ou equipamentos mal conservados);
- Erros de pipetagem e manuseio (por exemplo, pipetas mal
calibradas, ponteiras mal encaixadas ou manipula¢cdao de amostras
sem o uso de luvas).

« DNA (Acido Desoxirribonucleico)

O DNA é uma macromolécula bioldégica que atua como o principal
material genético de todos 0os organismos vivos e de alguns virus.
E um polimero composto por duas longas cadeias (fitas) formadas
por unidades chamadas nucleotideos (formados por uma base
nitrogenada, um ag¢ucar e um grupo fosfato), que se enrolam
entre si, formando uma estrutura de dupla hélice antiparalela.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular

14



« eDNA (DNA ambiental)

O eDNA € o material genético liberado pelos organismos no
ambiente (agua, solo ou ar). Pode ser analisado para detectar a
presenca de espécies sem a necessidade de captura ou coleta
direta.

+ Eletroforese

A eletroforese é uma técnica utilizada
para separar DNA, RNA ou proteinas
com base no tamanho e na carga. E
geralmente realizada em gel de agarose
com tampdes como TAE (Tris-acetato-
EDTA) ou TBE (Tris-borato-EDTA), que mantém o pH estavel
durante a corrida em gel. Os acidos nucleicos possuem carga
negativa e, qguando submetidos a uma corrente elétrica, migram
em direcao ao eletrodo positivo (anodo). Moléculas menores se
deslocam mais rapidamente pelos poros do gel, enquanto as
Maiores se movem mais lentamente, permitindo sua visualizacao
e comparacao de acordo com o tamanho.

« Enzima

As enzimas sao proteinas que atuam como “maquinas’,
catalisando reacdes quimicas essenciais, como a replicacao ou o
corte do DNA. Enzimas de restricao, por exemplo, reconhecem
sequéncias especificas de nucleotideos no DNA e realizam cortes
nesses pontos, gerando fragmentos Uteis para a identificacao
molecular. J4 a DNA polimerase € uma enzima que sintetiza novas
fitas de DNA a partir de uma fita molde, adicionando nucleotideos
complementares.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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« Amplificagcdo genética

A amplificacdao genética é o processo de produzir multiplas copias
de um fragmento especifico de DNA. E Gtil para estudos génicos,
identificacdao de organismos e até testes forenses.

« Marcador molecular

Um marcador molecular € uma sequéncia de DNA usada para
identificar caracteristicas genéticas de um organismo,
funcionando como um “cédigo de barras biolégico”. E
amplamente utilizado para diferenciar espécies, estudar relacdes
genéticas ou diagnosticar doencas.

o Inibidor de PCR

Inibidores de PCR sdo substancias, como acido humico ou metais
dissolvidos, presentes em amostras ambientais que interferem na
acao da polimerase e dos primers, reduzindo a eficiéncia da PCR e
afetando métodos em tempo real, como a gPCR.

« RNA (Acido Ribonucleico)

O RNA é uma molécula geralmente de fita simples, semelhante ao
DNA, que desempenha diversas funcdes celulares, incluindo a
participacao na producao de proteinas.

+ Sequenciamento

O sequenciamento é o processo de determinar a ordem exata dos
nucleotideos (A, T/U, C e G) em uma molécula de DNA ou RNA. Em
estudos de identificacao molecular e eDNA, permite comparar
sequéncias com bancos de dados para identificar espécies,
detectar variacdes genéticas e avaliar a biodiversidade.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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Diversos métodos de sequenciamento estao disponiveis, desde o
sequenciamento Sanger, que analisa um fragmento de DNA por
vez, até o sequenciamento de alto rendimento (HTS, do inglés
High-Throughput Sequencing), também conhecido como
sequenciamento de nova geracao (NGS, do inglés Next-
Generation Sequencing), capaz de processar milhdes de

Fragmento de DNA

DA — e

ACG

fragmentos simultaneamente.

Méetodo classico que determina a ordem dos :
nucleotideos de um fragmento de DNA por -
equenciamento

meio da sintese de novas fitas, utilizando F— por sintese
nucleotideos modificados que interrompem l
a reacdo em bases especificas. E altamente N

Analise de dados
preciso, mas limitado em rendimento, pois 0 L

I

sequencia um fragmento de DNA por vez. e
ATCCATCG —TTTTT

Fragmento de DNA ATCCG

ATCCG

Conjunto de métodos que permite o

sequenciamento simultaneo de milhdes de

Sequenciamento simultaneo fragmentos de DNA ou RNA. Nesse processo,
Tce os fragmentos sao amplificados e lidos base

' ' a base, geralmente por meio de sinais
fluorescentes emitidos durante a

heilng incorporacao de nucleotideos. O HTS
Leituras possibilita o sequenciamento rapido em

larga escala, sendo adequado para diversas
aplicacdées gendmicas.

Enquanto o sequenciamento San'ger € mais simples e econémico para
projetos de identificagao, o HTS oferece maior profundidade e resolucao
para analises mais complexas, como metabarcoding e a determinacao da
origem populacional de uma amostra.

DefinicBes Basicas de Biologia Molecular
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4. FUNDAMENTOS DA IDENTIFICACAO
MOLECULAR: O QUE VOCE PRECISA SABER
PARA PLANEJAR SEU PROJETO

4.5 FERRAMENTAS RAPIDAS DE IDENTIFICAGCAO
BASEADAS EM DNA/eDNA

TAXON-SPECIFIC PCR
Definicao Amostras-alvo:

Técnica de PCR Tecidos, eDNA e amostras complexas.
gque detecta

. . Aplicacoes praticas:
taxons especificos P ¢ P

por meio de Identificar a qual espécie pertence
primers uma amostra de tecido ou verificar a
direcionados a presenca de uma espécie especifica
regides Unicas do em amostras ambientais ou

DNA. alimentares.

Como interpretar os resultados:

Se o DNA-alvo estiver presente, a técnica produzirda uma
marca¢cao no tamanho esperado, permitindo sua
visualizacdao apods a eletroforese.

( A '
Limitagoes: Depende fortemente da
qualidade do desenho dos primers,

vXXvVvVV

podendo gerar falsos negativos ou
detectar espécies semelhantes quando
mal planejado. Também possui baixa
sensibilidade para pequenas
guantidades de DNA-alvo, limitando
seu uso em amostras de eDNA.

'

Recomendacgodes: Validar os primers

Figura 2. llustracdo esquematica de X .
um gel de agarose de Taxon-Specific | antes do uso e sempre incluir controles
PCR contendo cinco amostras. A .. .
primeira faixa mostra o padrdo de POsItivos e negativos.

tamanho molecular (ladder). As faixas “ <
2-6 exibem 0s produtos da

amplificagdo, sendo que a amostra 2

apresenta falha na amplificagao,

indicando auséncia do DNA-alvo.

Criado com BioRender.com.




4. FUNDAMENTOS DA IDENTIFICACAO
MOLECULAR: O QUE VOCE PRECISA SABER
PARA PLANEJAR SEU PROJETO

4.5 FERRAMENTAS RAPIDAS DE IDENTIFICACAO
BASEADAS EM DNA/eDNA

MULTIPLEX PCR
Definicao: Amostras-alvo:

Técnica de PCR que Tecidos e amostras complexas.
amplifica multiplas

Aplicacées praticas:
regides de DNA

simultaneamente Permite detecc¢ao rapida, sendo
usando varios primers ideal para inspecdes comerciais
em uma Unica reacdo de rotina e monitoramento.

Como interpretar os resultados:

Cada espécie produz um padrao especifico de marcacao,
gue pode ser visualizado apds a eletroforese.

XABCD , A ~

Limitagdes: Risco de

amplificacao inespecifica;
alvos geneticamente
proximos ou amostras mistas
exigem desenho e otimizacao
cuidadosos dos primers.

4 N

Recomendacobes: Utilizar
primers validados de bancos de

dados confidveis, consultar a

literatura antes de desenvolver
Figura 3. llustragdo esquematica de um gel de .
agarose de Multiplex PCR contendo cinco |NOVOS ensalos e optar por
amostras. A primeira faixa mostra o padrdo de . .
tamanho molecular (ladder). As faixas 2-6 exibem | Multiplex gPCR para maior
uma marcagao universal e produtos de cpe
amplificagao de diferentes tamanhos, espeC|f|C|dade ou PCR-RFLP
correspondentes a multiplas regides-alvo Lo P
amplificadas simultaneamente em cada reacgédo. (ver proxima pagma) para
Cada padrdo de marcagao representa uma espécie < .
diferente (A, B, C e D). A faixa 1 ilustra uma taxons geneticamente
identificacdo malsucedida, na qual apenas a v

marcagao universal foi amplificada. Criado com ‘prOX|mos.
BioRender.com.




PCR-RFLP

Definicao: Amostras-alvo:

Técnica que utiliza

Tecidos.

enzimas de restricao Aplicagoes praticas:

para cortar o DNA
amplificado em sitios
especificos, gerando
padrdes de fragmentos
gque permitem a
identificacao de
espécies.

Como interpretar os resultados:

Diferenciar taxons ou espécies
geneticamente proximas,
mesmo com baixa divergéncia
genética, por meio de
diferencas em sitios de
restricao que funcionam como
marcadores especificos.

O DNA digerido gera um padrao de fragmentos que pode

ser analisado apds a eletroforese para determinar a

espécie.

XA ABC

0 0 O O = =

Figura 4. llustracao esquematica de um gel de
agarose de PCR-RFLP contendo cinco amostras. A
primeira faixa mostra o padrao de tamanho
molecular (ladder). As faixas 2-6 exibem diferentes
padrées de fragmentos gerados pela digestdo
enzimatica, refletindo a presenca ou auséncia de
sitios de restricao especificos em cada amostra. Trés
espécies distintas (A, B e C) estao representadas,
cada uma com um padrao caracteristico de bandas.
A faixa 1 representa uma amplificacao malsucedida.
Criado com BioRender.com.

] A \
Limitagoes: Requer
conhecimento prévio dos
sitios de restricao, o que
pode limitar sua aplicacao

entre diferentes taxons.

4 3N

Recomendacgoes: Selecionar

e testar cuidadosamente as
enzimas de restricao e
comparar os padroes de
digestao com bancos de
dados de referéncia para

garantir identificacao precisa.

.

Técnicas Rapidas de Identificagdo Molecular
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TAXON-SPECIFIC gPCR
Definicao:

Amostras-alvo:

Tecidos, eDNA, e amostras

Técnica que amplifica
e quantifica
DNA/eDNA em tempo
real por meio de sinais
fluorescentes,
permitindo detectar a
presenca da espécie-

mon
biod

alvo.

complexas.
Aplicacées praticas:

Identificacao de espécies e

itoramento da
iversidade. Equipamentos

portateis permitem a
identificacdao em campo (veja

mais detalhes na pagina 2).

Como interpretar os resultados:

Quanto mais cedo a curva de
limite de deteccao, maior é a
(ou eDNA) da espécie-alvo. O

amplificacdao ultrapassa o
quantidade inicial de DNA
sinal é gerado por corantes

ou sondas fluorescentes, permitindo o monitoramento da

amplificacdao em tempo real.

A a4

Limiar
do ciclo (Ct)

Fluorescéncia

.

A .

Limitagdes: Menor sensibilidade
para detectar taxons raros em
amostras de eDNA do que o
ddPCR (veja abaixo) e
suscetibilidade a inibicdo da PCR.

J

)

r

Numero de ciclos

Figura 5. llustragcdo esquematica de um
grafico de amplificagdo de gPCR
convencional. A linha horizontal representa
o limiar de fluorescéncia, e o Ct indica o
ciclo em que a curva de amplificagao do
DNA-alvo ultrapassa esse limiar e se torna
detectavel. Criado com Sora. L

Recomendacades: Utilizar controles
rigorosos e validar primers e sondas
in silico (ex.: Primer-BLAST) e in
vitro com espécies-alvo e espécies
coocorrentes antes das analises.

Técnicas Rapidas de Identificagdo Molecular
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MULTIPLEX gPCR
Definicao:

Amostras-alvo:

Variacao da qPCR que amplifica Tecidos e eDNA.

simultaneamente multiplas
sequéncias de DNA usando
diferentes conjuntos de

Aplicag¢oes praticas:

Deteccao e

primers. Corantes fluorescentes quantificagao de
ou sondas marcadas permitem multiplos taxons em

detectar cada alvo em uma
unica reacao.

Como interpretar os resultados:

amostras de tecidos e
de eDNA.

Cada espécie-alvo gera uma curva de amplificacao
distinta, permitindo a deteccao simultanea de multiplas
espécies em amostras complexas. Os valores de ciclo
limiar (Ct) indicam a presenca do DNA-alvo.

A

Fluorescéncia

Limiar
do ciclo
|

-

v

Numero de ciclos

Figura 6. llustracdo esquematica de um grafico
de amplificagao de Multiplex gPCR, com curvas
de diferentes cores, cada uma representando
uma sequéncia-alvo distinta (ou seja, diferentes
espécies). A linha horizontal preta indica o
limiar de fluorescéncia, e as linhas verticais
marcam os valores de Ct, correspondentes aos
ciclos em que cada DNA-alvo ultrapassa esse
limiar e se torna detectavel. Criado com Sora.

) A .

Limitacdes: Requer um
planejamento mais complexo,
apresenta maior risco de
amplificacao inespecifica e tem
custo superior ao da Multiplex

| PCR.

( 3N

Recomendacgodes: Utilizar

primers e sondas validados,
otimizar as condi¢cdes da reacao
e incluir todos os controles
necessarios. Para amostras mais
simples, considerar alternativas
de menor custo, como Multiplex

 PCR ou PCR-RFLP.

Técnicas Rapidas de Identificagdo Molecular
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DROPLET-DIGITAL (ddPCR)
Definicao:

Método altamente sensivel para
quantificacao de DNA, no qual a
reacao de PCR é dividida em
milhares de nanodroplets
(nanogoticulas) envoltos em
6leo, cada um funcionando como
uma reacao independente.

Como interpretar os resultados:

Amostras-alvo:
eDNA.
Aplicag¢oes praticas:

Monitoramento da
biodiversidade,
especialmente para
espécies raras ou
pouco abundantes.

Droplets (goticulas) positivos indicam a deteccao do
DNA-alvo, enquanto droplets negativos indicam sua
auséncia ou falha na amplificacao. A proporgcao de

droplets positivos permite estimar a concentracao do

DNA-alvo na amostra.

Controle Controle Controle eDNA (alvo eDNA (alvo
negativo da negativo da negativo raro - poucos jpundante -
filtracdo  extracdode daddPCR droplets) muitos
DNA droplets)

Amplitude

s

Numero de eventos

® Droplets fluorescentes positivos (DNA-alvo detectado)
Droplets negativos (sem fluorescéncia)

Figura 7. llustragdo esquematica de graficos de
amplitude de fluorescéncia em ddPCR (amplitude de
fluorescéncia x numero de eventos) para cinco tipos de
amostra: controle negativo da filtragdo (sem amostra
filtrada, para verificar contaminagcdo em campo),
controle negativo da extracao de DNA (sem DNA molde,
para verificar contaminacdo durante a extracdo),
controle negativo da ddPCR (sem DNA molde, para
verificar contaminagdo na PCR), eDNA com alvo raro
(poucos droplets positivos) e eDNA com alvo abundante
(muitos droplets positivos). A linha rosa indica o limiar
de detecgao do ensaio. Criado com Sora e Canva.

.

Limitagdes: Alto custo e
requer equipamentos e

treinamento
especializados.

4 3N

Recomendacgodes: Use
ddPCR para amostras
com pouco DNA-alvo ou
muitos inibidores. Valide
primers e sondas in
silico e in vitro com
espécies-alvo e
coocorrentes.

Técnicas Rapidas de Identificagdo Molecular
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LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP)

Definicao: Amostras-alvo:

A LAMP (amplificacao Tecidos, eDNA.

isotérmica mediada por
loop) € uma técnica

Aplicacoes praticas:

rapida de amplificacao Ideal para identificacao rapida
de DNA realizada em de taxons, especialmente em
temperatura constante, trabalhos de campo ou
dispensando o uso de analises realizadas no prdéprio
termociclador. local de coleta.

Como interpretar os resultados:

A mudanca de cor ou a formacao de precipitado indica a

presenca do DNA da espécie-alvo.

A mudancga de
cor indica
alteracao do pH
: causada por
¥ uma reagédo de
PCR positiva.

+ -

Figura 8. llustragdo esquematica de uma
reacdo LAMP positiva, indicada pela mudancga
de cor de rosa para amarelo devido a alteragcao
do pH, confirmando a presengca do DNA da
espécie-alvo em ensaios espécie-especificos.
Criado com Canva.

] A \
Limitacgoes: Sensivel a
contaminacgao e
potencialmente menos
especifica que técnicas
convencionais de PCR.

( 3N

Recomendacgodes: Utilize

primers bem desenhados
e valide o ensaio antes de
aplicacdées em larga
escala.

Técnicas Rapidas de Identificagdo Molecular
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5. EXECUCAO DO SEU PROJETO

DE IDENTIFICACAO MOLECULAR

Tecidos DNA ambiental
(ex.: musculo, nadadeiras) N (ex.: filtro de agua, sedimento)

e Utilizar instrumentos estéreis
para cortar fragmentos de tecido e Coletar ~1-5 L de aguaou~5g

de até ~0,5 cm? de sedimento com
e Preservar em etanol 292% e instrumentos esterilizados
refrigerar a amostra e Preservar com RNAlater (ou
Nota: aplicavel também em reagente similar) ou congelar
amostras complexas (ex.: alimentos, imediatamente

sopas, cosméticos, racoes etc)

2. REGISTRO E IDENTIFICAGAO

* Registrar data, local, coordenadas, origem e condi¢cdes
ambientais (eDNA) ou sexo e tamanho corporal
(tecido)

e Fotografar o exemplar (para amostras de tecido) e
garantir registros completos e claros

Q 3. EXTRACAO DE DNA / eDNA

Requer centrifuga, o Utilizar kits comerciais ou protocolos préprios
micropipetas e e Remover inibidores ao trabalhar com amostras
reagentes especificos ambientais

de extracio.

4. ANALISE DE DNA / eDNA

e Escolher a técnica molecular adequada conforme a secao
“3.2 Escolhendo a técnica molecular adequada”
e Segquir o protocolo especifico, utilizando reagentes, primers

e/ou sondas adequados @
e Garantir a inclusao de todos os controles para verificar se Consulte novamente
houve contaminacao e desempenho do ensaio “4.5 Ferramentas
i Rapidas de

5. ANALISE DOS RESULTADOS Identificacdo

Baseadas em
* Ainterpretacdo depende da técnica utilizada, podendo DNA/eDNA”

envolver sinais de amplificacao, comparacdes de sequéncias
ou resultados especificos de marcadores

6. CONFIRMACAO DA ESPECIE

* Avaliar resultados para confirmar presenca ou auséncia da espécie-alvo

¢ Se ambiguos, repetir o ensaio, aplicar técnica molecular alternativa ou
comparar sequéncias com bancos de referéncia

¢ Registrar resultados confirmados para concluir o fluxo de identificagcao
molecular

Amostragem e Analise de Dados



5.1 COMO COLETAR E PRESERVAR AMOSTRAS PARA

IDENTIFICAGCAO %@
)

(muscular, hepatico, nadadeira ou outros)

e Tecidos

Armazenamento: Manter uma amostra de tecido por recipiente
para evitar contaminacao.

Recomendacébes:

Tamanho do tecido: Aproximadamente 0,5 cm?;
Utilizar instrumentos de corte limpos;

Higienizar os materiais
utilizados na coleta e
No manuseio das
amostras (ex.: tesouras
e pingas) com solucao
de etanol a 70% ou
mais, entre cada
amostra.

Proporcéio entre tecido e fixador: E fundamental que o tecido
figue completamente imerso em etanol, que atua como fixador e
preserva a amostra. Sempre que possivel, manter o recipiente
refrigerado para favorecer a conservacao da amostra e a
qualidade do DNA.

A amostra deve ser preservada em etanol 292%, pois,
concentracdes menores podem comprometer sua conservacao. O
tecido deve ocupar no maximo % do recipiente, garantindo que
fique completamente envolvido pelo etanol.

Amostragem e Analise de Dados
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Um microtubo de 1,5 mL Exemplo:
comporta aproximadamente 0,5

cm? de tecido. A amostra deve se

mover livremente no etanol ao

agitar suavemente o tubo, sem

ficar comprimida no fundo ou nas Amostra

laterais, nem presa sob a tampa.

Recomenda-se trocar o etanol pelo menos trés vezes apos a
imersao da amostra, especialmente se ela nao for processada
imediatamente. Isso evita a redug¢ao da concentracao do alcool
causada pela liberacdao de agua do tecido para a solucao.

« DNA ambiental (eDNA)

(Filtro de agua ou sedimento)

Tamanho da amostra: Aproximadamente 1-5 L de agua ou 5 g de
sedimento.

Recomendacoes:

Esterilizar instrumentos e materiais com solug¢ao de hipoclorito de
sodio a 10% antes do uso;

Usar luvas de latex ou similares durante a coleta para minimizar o
risco de contaminacao.

Os filtros ou sedimentos devem ser congelados imediatamente
apos a coleta ou preservados em RNAlater (ou reagente similar).

Para orientacdes sobre o preparo, consulte Malmstrom (2015):
* https://doi.org/10.17504/protocols.io.c56y9d
Incluir um controle negativo (ex.: agua Milli-Q ou destilada) em
cada ponto de coleta para verificar possiveis contaminacoes;
Sempre que possivel, realizar réplicas de campo para aumentar a
chance de detectar as espécies presentes.

Amostragem e Analise de Dados
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5.2 COMO REGISTRAR ADEQUADAMENTE AS AMOSTRAS

COLETADAS %

Para amostras de tecido, identifique os tubos com marcador

« Registro adequado

permanente. Informacdes adicionais também podem ser anotadas
a lapis em papel vegetal ou outro papel resistente a liquidos e
Mmantidos junto a amostra. Para amostras de eDNA, siga o mesmo
procedimento e registre todas as informacdes antes do
congelamento ou da adi¢cao de conservantes, evitando danos a
identificacao.

Nota 1: Como as amostras de tecido sao preservadas em etanol,
anotacodes feitas com canetas ou marcadores podem borrar ou

apagar, comprometendo a identificacao da amostra.

Nota 2: Amostras sem identificacao ou com cddigos ilegiveis
geralmente perdem sua utilidade e precisam ser descartadas,
pois, se torna praticamente impossivel determinar sua origem

ou o organismo coletado.

Cada amostra deve ser identificada no microtubo
com um codigo numeérico ou alfanumeérico.
Registre os metadados em um caderno ou
arquivo digital, incluindo:

Data e local da coleta (cidade, estado e ponto
de coleta, como mercado, rio, lago etc.);
Coordenadas geograficas (Quando disponiveis);
Para amostras de tecido: origem da amostra (ex.: pesca ou
mercado), sexo e tamanho do espécime (cm ou mm), conforme o
taxon: comprimento total (tubardes) ou largura do disco (raias);
Para amostras de eDNA (3gua ou sedimento): condi¢cdes
ambientais (ex.. temperatura, profundidade e tipo de substrato),
volume de agua filtrada ou quantidade de sedimento coletado e
profundidade da coleta.

Amostragem e Analise de Dados
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5.3 REGISTRO FOTOGRAFICO

Sempre que possivel, fotografe o espécime ou partes dele (ex.:
nadadeiras, tronco ou cabeca) para criar um registro visual e
auxiliar na identificacao da espécie, especialmente em coletas de
tecido destinadas a analises laboratoriais.

« Equipamentos necessarios

Camera de alta resolucao ou smartphone;

Fonte de iluminacao auxiliar para ambientes escuros (ex.: lanterna
ou flash externo, guando necessario);

Objeto de referéncia para escala: preferencialmente régua ou fita
meétrica com bom contraste em relacao ao fundo. Na auséncia
desses itens, podem ser usados objetos de tamanho conhecido,
como moeda, tampa de caneta, caneta ou lapis.

« Etapas para o registro fotografico

Dentro do possivel, posicione o espécime sobre uma superficie
limpa e de cor contrastante (ex.: branca ou preta) e coloque a
escala ao lado, garantindo que ela apareca na fotografia;

Exemplo:

Figura 9. Embrido de Zapteryx brevirostris
em vista dorsal. A tampa de caneta ao
lado do espécime serve como referéncia
de tamanho. Crédito da imagem: Beatriz
Rochitti Boza.

Amostragem e Analise de Dados
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Padronize os nomes dos arquivos de imagem (ex.: “Cédigo da
amostra_Espécie_Local_Coletor_Data");

Fotografe cada espécime de forma que as imagens possam ser
associadas a amostra correspondente, utilizando uma
identificacao visivel ou codigos sequenciais (ex.. PPOla, PPO1b);

Fotografe o espécime inteiro em vistas lateral, dorsal e ventral,
registrando também caracteristicas importantes para a
identificacao, como cabeca e rostro (ex.: boca, olhos, narinas e
dentes), regido pélvica, nadadeiras e tracos distintivos (ex.:
espinhos, tubérculos ou entalhe caudal). Para raias, procure
registrar as vistas dorsal e ventral, além de detalhes da cabeca e do
rostro (ex.: boca, olhos, narinas e espiraculos) e da regiao pélvica
com as nadadeiras.

ARAZA466 2801224602801 ZAAGOTAMEI2I 4562 8SMAZL 66 1S:

Exemplo:

Figura 10. Potamotrygon leopoldi: (A) vista geral dorsal, (B)
regiao anterior dorsal, (C) vista geral ventral e (D) regido
posterior dorsal. A régua presente nas imagens serve como
referéncia de tamanho do espécime. Crédito das imagens:
Patricia Charvet.

Lembre-se: Um bom registro fotografico facilita muito a
= identificacao da espécie ou de suas partes.
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5.4 COMO ACESSAR O DNA DA AMOSTRA

LISE CELULAR: ROMPIMENTO ‘® °
{] DAS MEMBRANAS CELULARES .jgi
PARA LIBERAR O DNA.

PRECIPITAGAO: SEPARAGCAO
DO MATERIAL GENETICO,
GERALMENTE POR 8
CENTRIFUGAGCAO COM AUXILIO
DE SOLUGCAO SALINA E
ETANOL.

)

8 LAVAGEM: REMOGCAO 4
DE IMPUREZAS. >

RESSUSPENSAO:
PREPARAGCAO DO Q
DNA PARA AS
ANALISES.

O uso de kits comerciais pode tornar a purificacao do DNA mais
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eficiente, especialmente em amostras de eDNA. Esses Kits
geralmente utilizam colunas com membranas que retém o DNA
enguanto impurezas sao removidas, aumentando a eficiéncia e a
reprodutibilidade do processo.

Protocolos de extracao de DNA preparados no proprio laboratorio
também podem ser utilizados, reduzindo significativamente os
custos. Um exemplo é o protocolo otimizado a base de CTAB para
diferentes tipos de tecido descrito por Godinez-Vidal e Groen
(2025).

Amostras de eDNA podem conter diversos inibidores, como acidos
humicos, sedimentos e metais dissolvidos, que comprometem a
qualidade do DNA extraido. Por isso, protocolos capazes de
remover esses compostos contribuem para maior eficiéncia nas
etapas de amplificacao.

Godinez-Vidal, R., & Groen, S. (2025). Optimized CTAB DNA extraction for different tissues (Version 1).
Department of Nematology, University of California Riverside. Protocols.io.
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Antes de iniciar as analises, verifique se vocé tem todos os
materiais e recursos necessarios. Consulte o checklist abaixo:

CChecinst Répido)

Amostra de DNA pronta e armazenada adequadamente

Técnica de analise definida (ex.: PCR, gPCR, ddPCR, LAMP, Multiplex

PCR, PCR-RFLP ou Multiplex gPCR)

Reagentes preparados (ex.: primers, sondas, enzimas, tampoes e

materiais de consumo)

Equipamentos disponiveis (ex.: termociclador, equipamento de

gPCR/ddPCR e sistema de eletroforese, quando necessario)

Controles preparados (positivo e negativo)

Informacoes da amostra registradas (ex.: local, data, método de

preservacao e espécie)

Tempo e orcamento planejados

Apoio de laboratério confirmado (caso o acesso a infraestrutura seja

N B N T A N T N (N I N [ A

limitado)

Instrucdes detalhadas sobre cada técnica: consulte a Secao 4.5 -
Ferramentas Rapidas de Identificacao Baseadas em
DNA/eDNA.

Amostragem e Analise de Dados
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5.5 COMO ANALISAR SUA AMOSTRA DE DNA

Apos concluir o checklist e reunir os
materiais necessarios, avalie onde as

amostras de DNA serao analisadas caso vocé

Nnao tenha acesso aos equipamentos
adequados. Uma boa opc¢ao € buscar
laboratoérios especializados ou grupos de
pesquisa. Universidades, centros de
pesquisa, museus e colecdes cientificas
podem oferecer servicos de identificacao
molecular ou estabelecer colaboracgdes.
Publicacdes recentes e plataformas como
ResearchGate e Google Scholar também
podem ajudar a localizar grupos que
trabalham com as espécies de interesse.
Antes de entrar em contato, redna as
principais informacdes sobre a amostra e a
coleta, como local, data, método, forma de
preservacao, possivel espécie e objetivo da
analise (pesquisa, monitoramento,
conservacao ou fiscalizacao). Verifique
também a disponibilidade dos reagentes
necessarios, como primers, sondas, enzimas
e tampades, seja por compra ou colaboracao.
Como algumas instituicdes trabalham
apenas por meio de parcerias ou cobram
pelo servico, confirme previamente a
disponibilidade e os procedimentos.

Amostragem e Analise de Dados
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5.6 COMO INTERPRETAR E VALIDAR SEUS RESULTADOS

Apos a analise do DNA, o proximo passo € interpretar e E

os resultados, que variam conforme a técnica —_—

molecular utilizada. Cada método fornece diferentes HB/J\\
iy O ﬁ‘\ J

evidéncias sobre a presenca, auséncia ou quantidade Foe
da espécie-alvo. N
.

Consulte novamente a Secdo 4.5 - Ferramentas Rapidas de
Identificacdo Baseadas em DNA/eDNA para orientacdes sobre a
interpretacao dos resultados de cada técnica. Isso ajudara a
compreender corretamente os dados e aplica-los em contextos de
pesquisa, monitoramento ou conservacao.

Apos interpretar os resultados, é fundamental
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validar a identificacao para garantir sua
confiabilidade. Isso pode incluir a realizacdao de
réplicas adicionais ou o0 sequenciamento de parte
das amostras, confirmando a consisténcia dos

resultados obtidos pelos métodos de deteccao
rapida.

A validacao reduz erros e aumenta a confiabilidade
das identificagcdes. Ao concluir essas etapas, o fluxo
de identificacao molecular é finalizado, permitindo
confirmar e documentar a presenca ou auséncia da
espécie-alvo, conforme indicado no fluxograma.
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6. LEITURA COMPLEMENTAR

A SEGUIR, APRESENTAMOS ALGUMAS SUGESTOES DE LEITURA
PARA APROFUNDAR CONHECIMENTOS SOBRE DIFERENTES
GRUPOS TAXONOMICOS E TECNICAS MOLECULARES.

Este e-book foi inspirado principalmente no recente trabalho:

Alvarenga e Bunholi et al. (2025). Rapid DNA/eDNA-Based ID
Tools for Improved Chondrichthyan Monitoring and Management.
Molecular Ecology Resources, €70044.

O trabalho apresenta uma visao a
abrangente das ferramentas de
identificacdo rapida baseadas em <
DNA e eDNA, destacando sua B
importancia para o monitoramento

da biodiversidade e a fiscalizacao do

Saiba Mais

comeércio de espécies ameacadas,
especialmente de condrictes. O
estudo reune métodos disponiveis e
primers especificos para diferentes
taxons, além de apontar importantes
lacunas de conhecimento e oferecer

orientacdes praticas para a

identificacao de espécies.

Assim, este artigo constitui um ponto de partida para leitores
interessados na aplicagao pratica de ferramentas moleculares a
conservacao de elasmobranquios. Sua leitura permite
compreender os principais métodos, desafios e oportunidades
relacionados ao uso de abordagens rapidas baseadas em
DNA/eDNA no monitoramento e manejo de tubardes e raias. Por
esse motivo, é a primeira leitura recomendada nesta secao.
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	Sequenciamento de alto rendimento (HTS):
	Conjunto de métodos que permite o sequenciamento simultâneo de milhões de fragmentos de DNA ou RNA. Nesse processo, os fragmentos são amplificados e lidos base a base, geralmente por meio de sinais fluorescentes emitidos durante a incorporação de nucleotídeos. O HTS possibilita o sequenciamento rápido em larga escala, sendo adequado para diversas aplicações genômicas.
	Enquanto o sequenciamento Sanger é mais simples e econômico para projetos de identificação, o HTS oferece maior profundidade e resolução para análises mais complexas, como metabarcoding e a determinação da origem populacional de uma amostra.
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	4. FUNDAMENTOS DA IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR: O QUE VOCÊ PRECISA SABER PARA PLANEJAR SEU PROJETO
	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	TAXON-SPECIFIC PCR
	Definição
	Amostras-alvo:
	Técnica de PCR que detecta táxons específicos por meio de primers direcionados a regiões únicas do DNA.
	Tecidos, eDNA e amostras complexas.

	Aplicações práticas:
	Identificar a qual espécie pertence uma amostra de tecido ou verificar a presença de uma espécie específica em amostras ambientais ou alimentares.

	Como interpretar os resultados:
	Se o DNA-alvo estiver presente, a técnica produzirá uma marcação no tamanho esperado, permitindo sua visualização após a eletroforese.
	Limitações: Depende fortemente da qualidade do desenho dos primers, podendo gerar falsos negativos ou detectar espécies semelhantes quando mal planejado. Também possui baixa sensibilidade para pequenas quantidades de DNA-alvo, limitando seu uso em amostras de eDNA.
	Recomendações: Validar os primers antes do uso e sempre incluir controles positivos e negativos.

	Técnicas Rápidas de Identificação Molecular



	4. FUNDAMENTOS DA IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR: O QUE VOCÊ PRECISA SABER PARA PLANEJAR SEU PROJETO
	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	MULTIPLEX PCR
	Definição:
	Amostras-alvo:
	Técnica de PCR que amplifica múltiplas regiões de DNA simultaneamente usando vários primers em uma única reação.
	Tecidos e amostras complexas.

	Aplicações práticas:
	Permite detecção rápida, sendo ideal para inspeções comerciais de rotina e monitoramento.

	Como interpretar os resultados:
	Cada espécie produz um padrão específico de marcação, que pode ser visualizado após a eletroforese.
	Limitações: Risco de amplificação inespecífica; alvos geneticamente próximos ou amostras mistas exigem desenho e otimização cuidadosos dos primers.
	Recomendações: Utilizar primers validados de bancos de dados confiáveis, consultar a literatura antes de desenvolver novos ensaios e optar por multiplex qPCR para maior especificidade ou PCR-RFLP (ver próxima página) para táxons geneticamente próximos.
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	4. FUNDAMENTOS DA IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR: O QUE VOCÊ PRECISA SABER PARA PLANEJAR SEU PROJETO
	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	PCR-RFLP
	Definição:
	Amostras-alvo:
	Técnica que utiliza enzimas de restrição para cortar o DNA amplificado em sítios específicos, gerando padrões de fragmentos que permitem a identificação de espécies.
	Tecidos.

	Aplicações práticas:
	Diferenciar táxons ou espécies geneticamente próximas, mesmo com baixa divergência genética, por meio de diferenças em sítios de restrição que funcionam como marcadores específicos.

	Como interpretar os resultados:
	O DNA digerido gera um padrão de fragmentos que pode ser analisado após a eletroforese para determinar a espécie.
	Limitações: Requer conhecimento prévio dos sítios de restrição, o que pode limitar sua aplicação entre diferentes táxons.
	Recomendações: Selecionar e testar cuidadosamente as enzimas de restrição e comparar os padrões de digestão com bancos de dados de referência para garantir identificação precisa.
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	4. FUNDAMENTOS DA IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR: O QUE VOCÊ PRECISA SABER PARA PLANEJAR SEU PROJETO
	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	TAXON-SPECIFIC qPCR
	Definição:
	Amostras-alvo:
	Técnica que amplifica e quantifica DNA/eDNA em tempo real por meio de sinais fluorescentes, permitindo detectar a presença da espécie-alvo.
	Tecidos, eDNA, e amostras complexas.

	Aplicações práticas:
	Identificação de espécies e monitoramento da biodiversidade. Equipamentos portáteis permitem a identificação em campo (veja mais detalhes na página 2).

	Como interpretar os resultados:
	Quanto mais cedo a curva de amplificação ultrapassa o limite de detecção, maior é a quantidade inicial de DNA (ou eDNA) da espécie-alvo. O sinal é gerado por corantes ou sondas fluorescentes, permitindo o monitoramento da amplificação em tempo real.
	Fluorescência
	Número de ciclos
	Limitações: Menor sensibilidade para detectar táxons raros em amostras de eDNA do que o ddPCR (veja abaixo) e suscetibilidade à inibição da PCR.
	Recomendações: Utilizar controles rigorosos e validar primers e sondas in silico (ex.: Primer-BLAST) e in vitro com espécies-alvo e espécies coocorrentes antes das análises.
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	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	MULTIPLEX qPCR
	Definição:
	Amostras-alvo:
	Variação da qPCR que amplifica simultaneamente múltiplas sequências de DNA usando diferentes conjuntos de primers. Corantes fluorescentes ou sondas marcadas permitem detectar cada alvo em uma única reação.
	Tecidos e eDNA.

	Aplicações práticas:
	Detecção e quantificação de múltiplos táxons em amostras de tecidos e de eDNA.

	Como interpretar os resultados:
	Cada espécie-alvo gera uma curva de amplificação distinta, permitindo a detecção simultânea de múltiplas espécies em amostras complexas. Os valores de ciclo limiar (Ct) indicam a presença do DNA-alvo.
	Fluorescência
	Número de ciclos
	Limitações: Requer um planejamento mais complexo, apresenta maior risco de amplificação inespecífica e tem custo superior ao da Multiplex PCR.
	Recomendações: Utilizar primers e sondas validados, otimizar as condições da reação e incluir todos os controles necessários. Para amostras mais simples, considerar alternativas de menor custo, como Multiplex PCR ou PCR-RFLP.
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	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	DROPLET-DIGITAL (ddPCR)
	Definição:
	Amostras-alvo:
	Método altamente sensível para quantificação de DNA, no qual a reação de PCR é dividida em milhares de nanodroplets (nanogotículas) envoltos em óleo, cada um funcionando como uma reação independente.
	eDNA.

	Aplicações práticas:
	Monitoramento da biodiversidade, especialmente para espécies raras ou pouco abundantes.

	Como interpretar os resultados:
	Droplets (gotículas) positivos indicam a detecção do DNA-alvo, enquanto droplets negativos indicam sua ausência ou falha na amplificação. A proporção de droplets positivos permite estimar a concentração do DNA-alvo na amostra.
	Limitações: Alto custo e requer equipamentos e treinamento especializados.
	Recomendações: Use ddPCR para amostras com pouco DNA-alvo ou muitos inibidores. Valide primers e sondas in silico e in vitro com espécies-alvo e coocorrentes.
	Figura 7. Ilustração esquemática de gráficos de amplitude de fluorescência em ddPCR (amplitude de fluorescência x número de eventos) para cinco tipos de amostra: controle negativo da filtração (sem amostra filtrada, para verificar contaminação em campo), controle negativo da extração de DNA (sem DNA molde, para verificar contaminação durante a extração), controle negativo da ddPCR (sem DNA molde, para verificar contaminação na PCR), eDNA com alvo raro (poucos droplets positivos) e eDNA com alvo abundante (muitos droplets positivos). A linha rosa indica o limiar de detecção do ensaio. Criado com Sora e Canva.
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	4.5 FERRAMENTAS RÁPIDAS DE IDENTIFICAÇÃO BASEADAS EM DNA/eDNA
	LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP)
	Definição:
	Amostras-alvo:
	A LAMP (amplificação isotérmica mediada por loop) é uma técnica rápida de amplificação de DNA realizada em temperatura constante, dispensando o uso de termociclador.
	Tecidos, eDNA.

	Aplicações práticas:
	Ideal para identificação rápida de táxons, especialmente em trabalhos de campo ou análises realizadas no próprio local de coleta.

	Como interpretar os resultados:
	A mudança de cor ou a formação de precipitado indica a presença do DNA da espécie-alvo.
	Limitações: Sensível à contaminação e potencialmente menos específica que técnicas convencionais de PCR.
	Recomendações: Utilize primers bem desenhados e valide o ensaio antes de aplicações em larga escala.
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	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	1. COLETA DE AMOSTRA
	Tecidos
	(ex.: músculo, nadadeiras)
	DNA ambiental
	(ex.: filtro de água, sedimento)

	2. REGISTRO E IDENTIFICAÇÃO
	3. EXTRAÇÃO DE DNA / eDNA
	4. ANÁLISE DE DNA / eDNA
	Consulte novamente

	6. CONFIRMAÇÃO DA ESPÉCIE

	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.1 COMO COLETAR E PRESERVAR AMOSTRAS PARA IDENTIFICAÇÃO
	Tecidos
	Recomendações:



	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.1 COMO COLETAR E PRESERVAR AMOSTRAS PARA IDENTIFICAÇÃO
	Um microtubo de 1,5 mL comporta aproximadamente 0,5 cm² de tecido. A amostra deve se mover livremente no etanol ao agitar suavemente o tubo, sem ficar comprimida no fundo ou nas laterais, nem presa sob a tampa.
	Exemplo:
	Recomenda-se trocar o etanol pelo menos três vezes após a imersão da amostra, especialmente se ela não for processada imediatamente. Isso evita a redução da concentração do álcool causada pela liberação de água do tecido para a solução.
	DNA ambiental (eDNA)
	(Filtro de água ou sedimento)
	Tamanho da amostra: Aproximadamente 1–5 L de água ou 5 g de sedimento.

	Recomendações:
	Esterilizar instrumentos e materiais com solução de hipoclorito de sódio a 10% antes do uso;
	Usar luvas de látex ou similares durante a coleta para minimizar o risco de contaminação.
	Os filtros ou sedimentos devem ser congelados imediatamente após a coleta ou preservados em RNAlater (ou reagente similar).
	Incluir um controle negativo (ex.: água Milli-Q ou destilada) em cada ponto de coleta para verificar possíveis contaminações;
	Sempre que possível, realizar réplicas de campo para aumentar a chance de detectar as espécies presentes.
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	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.2 COMO REGISTRAR ADEQUADAMENTE AS AMOSTRAS COLETADAS
	Registro adequado
	Para amostras de tecido, identifique os tubos com marcador permanente. Informações adicionais também podem ser anotadas a lápis em papel vegetal ou outro papel resistente a líquidos e mantidos junto à amostra. Para amostras de eDNA, siga o mesmo procedimento e registre todas as informações antes do congelamento ou da adição de conservantes, evitando danos à identificação.
	Cada amostra deve ser identificada no microtubo com um código numérico ou alfanumérico.
	Registre os metadados em um caderno ou arquivo digital, incluindo:
	Data e local da coleta (cidade, estado e ponto de coleta, como mercado, rio, lago etc.);
	Coordenadas geográficas (quando disponíveis);
	Para amostras de tecido: origem da amostra (ex.: pesca ou mercado), sexo e tamanho do espécime (cm ou mm), conforme o táxon: comprimento total (tubarões) ou largura do disco (raias);
	Para amostras de eDNA (água ou sedimento): condições ambientais (ex.: temperatura, profundidade e tipo de substrato), volume de água filtrada ou quantidade de sedimento coletado e profundidade da coleta.
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	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.3 REGISTRO FOTOGRÁFICO
	Sempre que possível, fotografe o espécime ou partes dele (ex.: nadadeiras, tronco ou cabeça) para criar um registro visual e auxiliar na identificação da espécie, especialmente em coletas de tecido destinadas a análises laboratoriais.
	Equipamentos necessários
	Câmera de alta resolução ou smartphone;
	Fonte de iluminação auxiliar para ambientes escuros (ex.: lanterna ou flash externo, quando necessário);
	Objeto de referência para escala: preferencialmente régua ou fita métrica com bom contraste em relação ao fundo. Na ausência desses itens, podem ser usados objetos de tamanho conhecido, como moeda, tampa de caneta, caneta ou lápis.
	Etapas para o registro fotográfico
	Dentro do possível, posicione o espécime sobre uma superfície limpa e de cor contrastante (ex.: branca ou preta) e coloque a escala ao lado, garantindo que ela apareça na fotografia;
	Exemplo:
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	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.3 REGISTRO FOTOGRÁFICO
	Padronize os nomes dos arquivos de imagem (ex.: “Código da amostra_Espécie_Local_Coletor_Data”);
	Fotografe cada espécime de forma que as imagens possam ser associadas à amostra correspondente, utilizando uma identificação visível ou códigos sequenciais (ex.: PP01a, PP01b);
	Fotografe o espécime inteiro em vistas lateral, dorsal e ventral, registrando também características importantes para a identificação, como cabeça e rostro (ex.: boca, olhos, narinas e dentes), região pélvica, nadadeiras e traços distintivos (ex.: espinhos, tubérculos ou entalhe caudal). Para raias, procure registrar as vistas dorsal e ventral, além de detalhes da cabeça e do rostro (ex.: boca, olhos, narinas e espiráculos) e da região pélvica com as nadadeiras.
	Exemplo:
	(A)
	(B)
	(C)
	(D)
	Lembre-se: Um bom registro fotográfico facilita muito a identificação da espécie ou de suas partes.
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	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.4 COMO ACESSAR O DNA DA AMOSTRA
	LISE CELULAR: ROMPIMENTO DAS MEMBRANAS CELULARES PARA LIBERAR O DNA.
	PRECIPITAÇÃO: SEPARAÇÃO DO MATERIAL GENÉTICO, GERALMENTE POR CENTRIFUGAÇÃO COM AUXÍLIO DE SOLUÇÃO SALINA E ETANOL.
	LAVAGEM: REMOÇÃO DE IMPUREZAS.
	RESSUSPENSÃO: PREPARAÇÃO DO DNA PARA AS ANÁLISES.
	O uso de kits comerciais pode tornar a purificação do DNA mais eficiente, especialmente em amostras de eDNA. Esses kits geralmente utilizam colunas com membranas que retêm o DNA enquanto impurezas são removidas, aumentando a eficiência e a reprodutibilidade do processo.
	Protocolos de extração de DNA preparados no próprio laboratório também podem ser utilizados, reduzindo significativamente os custos. Um exemplo é o protocolo otimizado à base de CTAB para diferentes tipos de tecido descrito por Godinez-Vidal e Groen (2025).
	Amostras de eDNA podem conter diversos inibidores, como ácidos húmicos, sedimentos e metais dissolvidos, que comprometem a qualidade do DNA extraído. Por isso, protocolos capazes de remover esses compostos contribuem para maior eficiência nas etapas de amplificação.
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	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	Checklist Rápido
	Tempo e orçamento planejados

	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.5 COMO ANALISAR SUA AMOSTRA DE DNA

	5. EXECUÇÃO DO SEU PROJETO DE IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR
	5.6 COMO INTERPRETAR E VALIDAR SEUS RESULTADOS
	Após a análise do DNA, o próximo passo é interpretar os resultados, que variam conforme a técnica molecular utilizada. Cada método fornece diferentes evidências sobre a presença, ausência ou quantidade da espécie-alvo.
	Após interpretar os resultados, é fundamental validar a identificação para garantir sua confiabilidade. Isso pode incluir a realização de réplicas adicionais ou o sequenciamento de parte das amostras, confirmando a consistência dos resultados obtidos pelos métodos de detecção rápida.
	A validação reduz erros e aumenta a confiabilidade das identificações. Ao concluir essas etapas, o fluxo de identificação molecular é finalizado, permitindo confirmar e documentar a presença ou ausência da espécie-alvo, conforme indicado no fluxograma.
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