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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo principal estimar a diversidade bioldgica através de analises
morfoldgicas e eDNA, na dgua e no sedimento do Complexo Estuarino de Sio Marcos (CESM),
regido de grande relevancia na Costa Amazonica devido a sua importdncia ecologica e
socioeconOmica. Para a execucao deste estudo, amostras foram coletadas entre 2018 e 2023
durante o periodo chuvoso e de estiagem. Os resultados obtidos através dos métodos
tradicionais (redes de plancton redes de espera, dragas e outros equipamentos de captura, bem
como a analise taxondmica ¢ morfologica) revelaram uma diversidade bioldgica distribuida
entre os reinos Eubacteria, Chromista, Plantae e Animalia, registrando aproximadamente 289
taxons. A analise de B-diversidade indicou que a substituicdo de espécies foi responsavel por
cerca de 90% da variacdo total na composicdo das comunidades. As condigdes ambientais
apresentaram variagdes significativas, com maior heterogeneidade registrada durante o periodo
seco e nos anos de 2020 e 2023, marcados por eventos atipicos. Através das amostras de eDNA
foi possivel recuperar sequéncias para os dominios Archaea, Bacteria e Eukaryota, com registro
de 39 filos eucaridticos. O marcador 18S apresentou maior rendimento e capturou ampla
diversidade de microeucariotos, enquanto o COI, embora menos especifico, contribuiu para a
deteccao de metazoarios. Com base na identificacao do fitoplancton, foram encontradas quatro
espécies potencialmente nocivas. Além disso, os indices ecoldgicos indicaram baixa
diversidade e moderada riqueza de espécies. Utilizando o Indice Trofico Multimétrico (TRIX),
foi possivel observar um ambiente eutrofizado, com a qualidade da 4gua comprometida devido
a grande carga de nutrientes ocasionada pelo lancamento de efluentes domésticos e industriais
provenientes das atividades antropicas. Em relagdo a avaliagado in silico, primers relacionados
ao gene 18S foram projetados para maximizar a identificacdo de organismos. Os primers
desenvolvidos foram eficazes na identificagao de fitoplancton a nivel de espécie. Os resultados
evidenciam a importancia de avaliar o ambiente de forma integrada, sobretudo em um sistema

altamente dindmico, diverso e sujeito a intensa degradagao.

Palavras-chave:

Biodiversidade; Metabarcoding; Fatores ambientais; Qualidade da d4gua; Complexo Estuarino.
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FURTADO, Jordana Adorno. Trophic, ecological, and molecular aspects as a tool for
monitoring biodiversity in a port complex on the Brazilian Amazon coast. 2025. 174f.
Thesis (PhD in Biodiversity and Biotechnology) - State University of Maranhao, Sao Luis, MA
— Brazil, 2025.

ABSTRACT

This study aims to estimate biological diversity through morphological and eDNA analyzes in
the water and sediment of the Sao Marcos Estuarine Complex (SMEC), a region of great
importance on the Amazon coast due to its ecological and socioeconomic significance. Samples
were collected between 2018 and 2023 during the rainy and dry seasons. The results obtained
using traditional methods (plankton nets, gillnets, dredges and other capture equipment, as well
as taxonomic and morphological analysis) revealed a biological diversity distributed among the
kingdoms Eubacteria, Chromista, Plantae, and Animalia, registering approximately 289 taxa.
B-diversity analysis indicated that species replacement accounted for about 90% of the total
variation in community composition. Environmental conditions showed significant variations,
with greater heterogeneity recorded during the dry season and in the years 2020 and 2023,
marked by atypical events. Through eDNA samples, it was possible to recover sequences for
the Archaea, Bacteria, and Eukaryota domains, recording 39 eukaryotic phyla. The 18S marker
showed the highest yield and captured a wide diversity of microeukaryotes, while COI,
although less specific, contributed to the detection of metazoans. Based on phytoplankton
identification, four potentially harmful species were found. Furthermore, ecological indices
indicate low diversity and moderate species richness. Using the Multimetric Trophic Index
(TRIX), it was possible to observe a eutrophic environment, with compromised water quality
due to the high nutrient load caused by the discharge of domestic and industrial effluents from
human activities. Regarding in silico evaluation, primers related to the 18S gene were designed
to maximize organism identification. The developed primers were effective in identifying
phytoplankton at the species level. The results highlight the importance of assessing the
environment in an integrated way, especially in a highly dynamic, diverse system subject to

intense degradation.

Keywords: Biodiversity; Metabarcoding; Environmental factors; Water quality; Estuarine

complex.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores desafios da atualidade se refere ao declinio da biodiversidade em
ecossistemas aquaticos, decorrentes das diversas atividades antropicas (SANTOS et al., 2020;
HU et al., 2025) o que tem despertado preocupagdo generalizada de paises e organizagdes
internacionais para o desenvolvimento sustentavel (KECK et al., 2022). Em sistemas aquaticos,
as maiores causas da perda de biodiversidade sdo superexploracdo, poluicao da dgua, destrui¢ao
ou degradagdo de habitats e invasao de espécies exoéticas (REY et al., 2020; FAROOQI et al.,
2022), que afetam severamente inimeras fungdes ecologicas € servigos ecossistémicos
(GARCIA et al., 2018; NIMMA et al., 2025). Essas agoes, criam uma necessidade urgente de
desenvolver ferramentas de monitoramento que rapidamente identifiquem com precisdo a

composicao da comunidade nos ecossistemas.

O monitoramento ¢ a analise dos ecossistemas aquaticos s3o essenciais para sua
conservagao, pois permitem acompanhar mudangas ao longo do tempo e avaliar suas condigdes
atuais. Por se tratar de um processo dindmico, essas abordagens precisam ser revisadas
periodicamente, assegurando que continuem a atender as demandas contemporaneas e
contribuam efetivamente para a tomada de decisdes, politicas publicas e agdes de manejo
(KARR, 1991; THORNTON et al., 2022) Essa complexidade natural demanda estratégias de
monitoramento mais precisas, capazes de assegurar sua conservacao, prote¢ao e recuperagao.
Entretanto, os métodos atualmente utilizados ainda enfrentam limitagdes para abranger toda
essa diversidade, o que acaba dificultando o manejo eficiente desses ambientes (LIU et al.,

2025).

Um condi¢do essencial para a conservagdo eficiente dos ecossistemas marinhos e
dulcicolas em risco ¢ a realizagdao de um levantamento preciso e abrangente da fauna aquatica
de dificil deteccdo, a fim de avaliar com exatiddo a diversidade biologica (MCCAULEY et al.,
2015; REID et al., 2019). A coleta da maior quantidade de informagdes sobre esses
ecossistemas ¢ de extrema importancia, porém, muitas vezes, as técnicas € metodologias usuais
podem apresentar limitacdes € com isso necessitam ser complementadas. Muitos estudos tém
revelado a presenca de espécies cripticas, ou seja, espécies morfologicamente semelhantes, mas
geneticamente distintas (APPELTANS et al., 2012). Isso destaca a necessidade de integrar

abordagens morfologicas e genéticas para detectar com precisao a composicao da comunidade.

O 4cido desoxirribonucleico ambiental (eDNA) esta revolucionando a avaliagdo e o
monitoramento da biodiversidade em ecossistemas aquaticos ao permitir a deteccdo de
fragmentos de DNA liberados no ambiente (HARRISON et al., 2019; MIYA, 2022). As

técnicas de eDNA proporcionam uma maior economia de tempo e esforco durante a coleta em
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campo, quando comparadas aos métodos tradicionais de captura fisica (SAUNDERS et al.,

2024), além de ser considerada uma técnica ndo invasiva (ZHANG et al., 2024).

Com o uso do eDNA, geralmente ¢ preciso um numero reduzido de profissionais para
obter a amostra, e os equipamentos utilizados demandam menos manipulagdo, além de
oferecerem maior seguranga operacional (FUJII et al., 2019; GOLD et al., 2023), além da
capacidade de identificar espécies raras (CHEN et al., 2024). No entanto, em compara¢do com
as técnicas tradicionais de identificagdo, o eDNA enfrenta limitacdes na quantificacdo precisa
do numero absoluto de individuos, além do risco de identificar erroneamente espécies que
podem nao estar presentes no ambiente (SAUNDERS et al., 2024). Outro aspecto que pode
limitar o uso do eDNA, se refere a persisténcia desses fragmentos de DNA na coluna d'agua
que variam de alguns dias a varias semanas dependendo das condi¢des ambientais (COLLINS

etal., 2018 ; HARRISON et al., 2019).

A Zona Costeira Amazonica (ZCA) ¢ um ecossistema extremamente diverso e de alta
produtividade biologica, ocupando mais de um ter¢o da costa brasileira (SOUZA FILHO,
2005). Além disso, abriga um dos maiores trechos continuos de manguezais do mundo
(KJERFVE et al., 2002). O Complexo Estuarino de Sao Marcos (CESM) esté situado em Sao
Luis, Maranhdo. Esta regido possui grande importancia ecoldgica e socioecondmica, abrigando
uma importante area industrial e portuaria, com um complexo portudrio composto pelo porto
do Itaqui, Ponta da Madeira (administrado pela Companhia VALE) e ALUMAR, sendo este o
maior complexo de cargas da regido amazonica e um dos maiores do mundo em termos de
movimentagdo de cargas (OLIVEIRA et al., 2019; QUEIROZ et al., 2022). O potencial
portuario da regido deve-se as suas condi¢des naturais, que garantem um ancoradouro seguro €

a manutencao de grandes profundidades (ANDRADE et al., 2010).

A area em estudo ¢ de grande relevancia devido a sua proximidade com diversas
unidades de conservagdo. No entanto, a sua sensibilidade a eventos de invasdo bioldgica ¢
elevada, pois o despejo continuo de agua de lastro em areas portudrias pode facilitar a
introducao de espécies exoticas (QUEIROZ et al., 2022). Estudos regionais com eDNA sdo
fundamentais para testar e aprimorar essas técnicas em diferentes ambientes, possibilitando
avaliar sua eficiéncia na detec¢do da biodiversidade e compreender como os fatores ambientais
influenciam a composicao das comunidades e das espécies em distintas escalas (KECK et al.,
2023; SEYMOUR et al., 2025). Com isso conhecimento da biodiversidade ¢ de grande valia

para tomada de decisdes voltadas a conservagao de espécies.

Nesse sentido, com o objetivo de estabelecer um protocolo que integre diferentes

métodos de coleta, buscamos inicialmente caracterizar a biodiversidade por meio de abordagens


https://www.sciencedirect.com/org/science/article/pii/S0706652X24000120#refg11
https://www.sciencedirect.com/org/science/article/pii/S0706652X24000120#refg11
https://www.sciencedirect.com/org/science/article/pii/S0706652X24000120#refg24
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convencionais (uso de redes de plancton redes de espera, dragas e outros equipamentos de
captura, bem como a analise taxondmica e morfologica) e testar a sensibilidade da técnica de
eDNA, além de identificar as principais variaveis ambientais que a influenciam. Para uma
melhor compreensao do grupo primario, sensivel a alteragdes no meio aquatico, trabalhamos
mais detalhadamente a ecologia da comunidade fitoplanctonica, bem como identificamos os

melhores marcadores a serem utilizados em estudos envolvendo metabarcoding.

A presente tese contribui para o cumprimento das metas 6 e 14 dos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 da ONU, ao gerar conhecimento
aplicado a conservagdo dos recursos hidricos e a protecdo dos ecossistemas aquaticos. Os
resultados apresentados reforcam a importancia do monitoramento ambiental e da gestdo
sustentavel dos ambientes marinhos e continentais, alinhando-se as diretrizes globais para o uso

responsavel da agua e a preservagdo da vida na agua.

Os resultados apresentados nesta tese de doutorado estdo organizados seguindo o
modelo de Tese formato Artigo recomendado pelo Programa de Pos-Graduacdo em
Biodiversidade e Biotecnologia da Rede BIONORTE. Contendo Introdu¢do ¢ Revisao
Bibliografica, seguido pelos Resultados, apresentados em capitulos que se referem a artigos

que foram ou serdo publicados, Discussao Integradora e Conclusdes.

O primeiro capitulo, teve como objetivo foi caracterizar a estrutura € a composi¢ao da
biota aquatica no Complexo Estuarino de Sao Marcos (CESM) por meio de métodos
convencionais (andlises taxonomicas e morfologicas) a avaliar as interagdes entre os grupos €
a influéncia de fatores ambientais. Esse manuscrito serd submetido a revista Regional Studies
in Marine Science. No segundo capitulo, testamos a sensibilidade da técnica de eDNA na agua
e sedimentos para identificar diferentes grupos de organismos, visando verificar sua
aplicabilidade e eficiéncia na regido. Em breve, esse manuscrito serd submetido a revista Global
Ecology and Conservation. No terceiro capitulo, objetivamos avaliar o estado ecologico da
comunidade fitoplanctonica, identificando a ocorréncia de espécies nocivas e o estado trofico
do ambiente. Esse manuscrito foi publicado na revista Ecohydrology & Hydrobiology (ANEXO
1). Por fim, no quarto capitulo, apresentamos os resultados da sele¢do de iniciadores aplicados
ao metabarcoding para monitorar o fitoplancton da regido em estudo. Esse manuscrito foi

publicado no periddico Observatorio de la Economia Latinoamericana (ANEXO 2).
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1.1 Objetivo Geral

Estimar a diversidade bioldgica na dgua e sedimento no Complexo Estuarino de Sao Marcos

(CESM).

1.2 Objetivos Especificos

Definir a biodiversidade local com base nas metodologias convencionais;

Testar a sensibilidade da técnica de eDNA para identificar diferentes grupos de
organismos na regido em estudo;

Padronizar uma metodologia que inclua coleta e armazenamento de
amostras de agua e sedimentos, bem como a extracdo de eDNA oriundo de
ambientes de 4gua estuarina e marinha;

Comparar os resultados obtidos nesse estudo através da analise de eDNA, com
dados de composi¢do biologica ja existentes na regido por meio de metodologias
classicas;

Avaliar o estado ecologico da comunidade fitoplanctonica;

Selecionar iniciadores para a aplicacdo em analises de metabarcoding (eDNA) no

monitoramento do fitoplancton.

1.3 Hipoteses

e Mudancas sazonais e temporais ocasionam uma heterogeneidade ambiental que
pode levar a alteragdes nos padrdes de distribuicio da biodiversidade no
Complexo Estuarino de Sdo Marcos.

e A técnica de eDNA ¢ sensivel para detectar a diversidade bioldgica no
Complexo Estuarino de Sdao Marcos, sendo validada como uma técnica

promissora e recomendada para a regido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ZONA COSTEIRA AMAZONICA (ZCA)

O Brasil representa 47% do territorio da América do Sul e possui uma linha costeira de
aproximadamente 8.500 km de extensdo, sendo 35% dessa area correspondente ao litoral
amazonico. Essa faixa costeira estende-se do rio Oiapoque, no Amapa (5°N, 51°W), até a Baia
de Sdo Marcos, no Maranhao (2°S, 44°W) abrangendo uma grande diversidade de ambientes
(PEREIRA et al., 2009). A Zona Costeira Amazonico (ZCA) (Figura 1), ¢ um dinamico e
complexo sistema ambiental que conecta o rio ao mar, sendo composto por: a) vastas planicies
costeiras argilosas, localizadas no Amapa; b) um conjunto de ilhas interligadas ao baia do
Marajo; e c¢) um litoral recortado por rios e uma extensa faixa de manguezais, formando uma
das maiores areas continuas desse ecossistema no mundo, abrangendo territorios do Para e do

Maranhdo (SOUZA FILHO et al., 2005).
Figura 1 - Localizagdo da Costa Amazonica e faixa de manguezais.
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A zona costeira amazonica brasileira apresenta caracteristicas meteorologicas e
oceanograficas distintas em relagdo a outras areas litoraneas do pais. Entre seus principais
aspectos, destacam-se a elevada precipitacdo anual (chegando a 3.300 mm), temperaturas
elevadas (acima de 20 °C) com baixa variacdo ao longo do ano, uma ampla plataforma

continental (~330 km), um regime de macromarés expressivo (atingindo até 8 m no Maranhao,
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6 mno Para e 12 m no Amapa) e uma vasta extensao de manguezais, formando uma das maiores
areas continuas desse ecossistema no planeta. Além disso, a regido recebe a descarga de dezenas
de estuarios e do maior rio do mundo, o Amazonas, responsavel por 16% da dgua doce lancada
nos oceanos, bem como um significativo aporte de sedimentos, nutrientes e matéria organica
(PEREIRA et al., 2009). O Rio Amazonas possui uma area de captagao superior a 6 x 10° km?,
com uma vazao média anual de aproximadamente 6 x 10'> m? de 4gua e uma carga anual de
sedimentos suspensos estimada em 1,2 x 10° toneladas (MEADE et al., 1985). Esse imenso
volume de sedimentos contribui significativamente para a deposi¢do ao longo da costa e da

plataforma continental.

O litoral do estado do Maranhdo ¢ classificado em 5 compartimentos (Figura 2), sendo
eles (1) Golfao Maranhense, (2) litoral oriental, (3) litoral ocidental, (4) Baixada maranhense e
(5) Parque estadual Marinho do Parcel de Manuel Luis (EL-ROBRINI ez al., 2018). A pesquisa
foi realizada no Golfao Maranhense, um complexo estuarino de grande relevancia, orientado
quase perpendicularmente a linha de costa. Essa regido recebe drenagens fluviais significativas,
como o sistema Mearim/Pindaré/Grajat, que desdgua na Baia de Sdo Marcos, e o rio Itapecuru,
que alimenta a Baia de Sao José. Esses cursos d’agua desempenham um papel essencial na
morfodinamica da area, devido ao expressivo aporte de sedimentos para a zona costeira. O
Golfao Maranhense ¢ delimitado a oeste pela Ponta do Guajuru, a leste pela Ilha de Santaninha
e, em sua porcao central, pela Ilha de Upaon-Acu, atualmente mais conhecida como Ilha do

Maranhao (FEITOSA, 2006).

Figura 2 - Localizagdo dos 5 setores da zona costeira do Estado do Maranhao.
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O Golfao Maranhense ¢ um extenso complexo estuarino situado perpendicularmente ao

litoral. Nele, desdguam duas drenagens independentes: o sistema Mearim/Pindaré/Grajau, que
alimenta a Baia de Sdo Marcos, e o rio Itapecuru, que desemboca na Baia de Sao José (EL-
ROBRINI, 1992). Esses dois grandes complexos estuarinos (Sao Marcos ¢ Sao José€) sdo
consideradas as mais relevantes da regido maranhense. Sua importancia se deve tanto aos
aspectos fisiograficos, por servirem como receptores dos maiores rios, quanto a intensa

hidrodinamica e a alta concentrag¢ao de atividades humanas (EL-ROBRINI et a!/., 2018).

O Complexo Estuarino de Sao Marcos (CESM) ¢ uma extensa area estuarina com
orientagdo NE-SW, cuja configuracao geomorfoldgica abrange dois tipos distintos de litoral. A
nordeste, a costa apresenta um perfil quase retilineo, caracterizado pela presenca de dunas e
praias arenosas (norte da Ilha de Sdo Luis). Em contraste, a noroeste, o litoral é recortado por
"falsas rias" e amplamente ocupado por manguezais. Esse complexo possui aproximadamente
50 km de largura em sua por¢do norte, 15 km na regido central (entre Alcantara e a Ponta de
Sao Marcos), 25 km na area do delta da Ilha dos Caranguejos e cerca de 4 km na foz do rio
Mearim (EL-ROBRINI ez al., 2018). Essas caracteristicas fazem com que a area seja altamente
propicia para a navegacao e abriga importantes infraestruturas portudrias, incluindo o Terminal
de Ponta da Madeira, o Porto do Itaqui e o Terminal Alumar (GONZALEZ-GORBENA et al.,
2015; LIMA et al., 2021).

2.1.1 Atividades portuarias e impactos ambientais

No CESM esta localizado uma das areas portuarias mais importantes do pais, com uma
das maiores movimentagdes de carga do mundo (AMARAL e ALFREDIN, 2010). No ano de
2022, o Porto do Itaqui alcancou um marco historico ao registrar o maior volume de carga
movimentada em sua histdria. Durante o periodo de janeiro a dezembro, foram exportadas cerca
de 33,610 milhdes de toneladas de mercadorias, principalmente granéis solidos, que totalizaram
23 milhdes de toneladas movimentadas, representando um aumento notavel de 19% em relagao

ao ano anterior (EMAP, 2023).

Para apoiar as operacdes realizadas na zona portuaria de Sdo Luis, Maranhao, a regido
sul da cidade abriga um distrito industrial, cujas areas sdo conectadas ao sistema portuario por
meio de ferrovias e rodovias, onde se concentram diversas instalacdes industriais (ICMBIO,
2018). Assim, o ecossistema aquatico proximo a area portuaria pode ter sua qualidade
significativamente impactada devido a presenca de inumeras substancias quimicas provenientes

dos assentamentos urbanos e do trafego de embarcacdes (CARVALHO NETA et al., 2014).
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A complexa dindmica, que envolve a interagdo entre os aportes de nutrientes
continentais € 0s processos costeiros, sustenta uma produgdo significativa. Esse fato destaca a
importancia da pesquisa sobre os processos hidrodindmicos subjacentes as respostas bioldgicas
correspondentes. Além disso, ¢ crucial gerar informagdes cientificas para respaldar a gestdo
sustentavel das areas estuarinas, com o objetivo de reduzir a exposi¢ao e a vulnerabilidade

dessas regides costeiras (SIRVIENTE et al., 2023).

Embora apresentem grande relevancia, esses ecossistemas sdo frequentemente
identificados como alguns dos habitats mais degradados pela intervengao humana no planeta.
Além dos processos naturais de interacao, atividades humanas, como canalizagdo, retificagao
de meandros, dragagem, pesca excessiva, descarga de efluentes industriais, langcamento de
esgoto e a construgdo de barragens para controlar a irrigagao e reduzir o risco de inundagoes,
estdo causando alteragdes na hidrodinadmica estuarina, na morfologia e na qualidade da agua
(MULIK et al., 2020; GOMIZ-PASCUAL et al., 2021; SAVURIRAJAN et al., 2022). As
consequéncias dessas atividades estdo levando a diminui¢do da biodiversidade e a perda de
habitats. Alteracdes significativas nos fatores ambientais e fisicos estdo pressionando os

organismos estuarinos a se adaptarem as mudancas nas condi¢des (CASTRO e HUBER, 2003).

O enriquecimento de nutrientes (eutrofiza¢ao) e a contaminagao por metais pesados tem
sido cada vez mais frequentes em ecossistemas estuarinos. Os metais s3o encontrados
naturalmente na natureza, sendo originados tanto da crosta terrestre como de fontes
atmosféricas (BRIFFA et al., 2020, NDHLOVU et al., 2023). Além disso, eles tendem a
persistir no ambiente por longos periodos de tempo (ALI et al., 2019 ; ALl e KHAN, 2019). A
presenca de metais nos ecossistemas aquaticos pode ter um impacto significativo na estrutura
da comunidade e na qualidade desses ambientes (MACLEOD e COUGHANOWR, 2019;
NDHLOVU et al., 2023).

No complexo portudrio de Sao Luis, PINHEIRO-SOUSA et al. (2021), relataram a
presenga de oligoelementos toxicos e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAs) em
sedimentos, além de alteragdes histoldgicas em peixes da espécie de bagre Sciades herzbergii.
Estudos anteriores também registraram lesdes branquiais como biomarcadores de contaminagao
em bagres S. herzbergii (CARVALHO-NETA et al., 2012; SOUSA et al., 2013) e lesdes em
rins (CASTRO et al., 2018). Demonstrando a vulnerabilidade desta regido, que ¢ fortemente
influenciada tanto pelas atividades portudrias, quanto por despejo irregular de efluentes

domésticos e industriais.

A eutrofizacdo marinha est4 diretamente ligada a acumulagdo de nutrientes nos estuarios

dos rios, e essa acumulagdo depende em grande parte das atividades humanas, incluindo a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X2301007X#bb0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X2301007X#bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X2301007X#bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0025326X2301007X#bb0205
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industrializacdo e a urbanizacao das areas adjacentes a bacia hidrografica (WANG et al., 2019;
ZHANG et al., 2023). No periodo de 2003 a 2020, observou-se um aumento de 13,2% na
extensdo do impacto global e um aumento notavel de 59,2% na ocorréncia de prolifera¢do de
algas costeiras. Esses dados apresentam uma correlagao positiva significativa com atividades
humanas, tais como o uso de fertilizantes agricolas e a pratica da aquicultura, que contribuem

para o fendmeno da eutrofizagdo (DAI et al., 2023).

O surgimento de algas nocivas pode ser desencadeado por eventos de eutrofizacdo,
levando, em alguns casos, a transformac¢dao de um ecossistema previamente dominado por
plantas para um cenario caracterizado pelo predominio do fitoplancton em ambientes aquaticos
fechados (WU et al., 2016 ). E possivel que a qualidade da agua sofra degradacio e¢ que a
biodiversidade diminua significativamente nas zonas costeiras e estudrios devido ao rapido
crescimento da populacdo costeira, o que por sua vez poderia perturbar o equilibrio ecologico

desses ambientes (LIU et al., 2023).

Estudos que associam o estado tréfico da dgua a detecgdo de Blooms de Algas Nocivas
(HABs) sdo escassos. As espécies de HBA referem-se a espécies de algas toxicas e prejudiciais,
que podem causar mortalidade de organismos, envenenamento humano e alteracdes
consideraveis nos ecossistemas marinhos (LASSUS et al., 2016; MOZETIC et al., 2019; HE et
al.,2021).

A eutrofizagdo e o crescimento excessivo de algas prejudiciais sdo dois problemas
ambientais enfrentados pelas regides costeiras globais (HOLT et al., 2016; DAMAR et al.,
2020; GOLUBKOV et al., 2021). Nos ultimos anos, esta preocupacao intensificou-se devido
ao aumento das cargas de nutrientes provenientes da atividade humana e das alteracdes
climaticas. A combinagdo desses fatores agrava ainda mais os impactos negativos das acdes

humanas (DONEY et al., 2012; TEUTSCHBEIN et al., 2017; GOLUBKOV et al., 2021).

Os indices de qualidade da dgua constituem ferramentas fundamentais para a defini¢do
do estado tréfico, pois sintetizam variaveis ambientais em classificacdes que auxiliam na gestao
de corpos d’agua. Ao oferecer uma visdo integrada das condicdes ecologicas, esses indices
permitem identificar tendéncias de degradagdo ou equilibrio, orientando a formulag¢do de
critérios e agdes de manejo e conservagdo dos ecossistemas aquaticos (MARQUEZ, 2017). O
indice Trofico Multimétrico (TRIX) integra informagdes sobre nutrientes, indicadores de
resposta biologica, representados pela clorofila a, usada como medida da biomassa
fitoplanctonica e ainda aspectos ligados a alteragdes na qualidade da 4gua, como os niveis de

oxigénio dissolvido (RODRIGUES et al., 2020; REYES-VELARDE et al., 2023)
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Além disso, a diversidade da comunidade fitoplanctonica tem sido uma importante
ferramenta ecoldgica na avaliagdo das condig¢des troficas e da estabilidade dos ambientes
aquaticos (FUHRMAN et al., 2015), onde valores elevados de diversidade geralmente indicam
um ecossistema saudavel, enquanto valores baixos refletem poluigdo critica. Desta forma, a
aplicacdo de ferramentas e métodos aquaticos contribui para identificar possiveis fontes de
poluigdo, representando uma ferramenta crucial no apoio ao planeamento e gestao de regides
costeiras e maritimas afetadas por atividades humanas (DODDS e SMITH, 2016; MAHMOUD
et al., 2020; MORSY et al., 2022).

A combinacao de concentragdes elevadas de nutrientes e outros fatores que ameagam
ecossistemas aquaticos torna esses ecossistemas vulneraveis, resultando na necessidade de
estabelecer acdes e uma gestdo eficaz voltadas para a preservacdo das geracdes futuras
(ELLIOTT e WHITFIELD, 2011; PEREIRA et al., 2023). Com isso, indices tem sido cada vez
mais utilizados para avaliar o estado tréfico destas aguas, dentre eles o Indice de Status Tréfico
(TRIX) desenvolvido por VOLLENWEIDER et al. (1998) tem sido amplamente empregado
devido a sua capacidade de incorporar as principais variaveis relacionadas a causa e ao efeito
da eutrofizagdo, abrangendo aspectos como a resposta a pressdo, a resposta bioldgica e as
perturbagdes ambientais (JAYACHANDRAN e BIJOY NANDAN, 2011; CABRITA et al.,
2014; PEREIRA et al., 2023).

2.2 BIODIVERSIDADE

A costa amazonica ¢ uma das regides de maior relevancia para o mapeamento e a
conservagao da diversidade bioldgica dos ecossistemas costeiros (MARTORANO et al., 1993).
A biodiversidade desempenha um papel fundamental na sustentacdo e na operagdao dos
ecossistemas marinhos. Além disso, ela fornece uma ampla variedade de servigcos
ecossistémicos que beneficiam os seres humanos em niveis locais, regionais e globais. Essa
riqueza de vida marinha abrange todos os niveis da organizacao bioldgica (VERMA et al.,
2020; LOTZE et al. 2021; LIU et al., 2022). Segundo LOTZE et al. (2021), aproximadamente
238.165 espécies marinhas estdo oficialmente registradas e descritas no Banco de Dados do
Registro Mundial de Espécies Marinhas (WoRMS), disponivel em
http://www.marinespecies.org/. No entanto, este nimero representa apenas uma pequena fragao
do total de espécies que habitam tais ambientes. De acordo com estimativas cientificas, o

nimero total de espécies marinhas pode ser até 10 vezes maior do que conhecemos atualmente.

A invasdo bioldgica ou bioinvasdo, representa um fendmeno vinculado a globalizacdo

e ¢ um dos principais fatores que contribui para a perda de biodiversidade em escala global
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(SOCOLAR et al., 2016; CROWLEY et al., 2017). A introdugdo de espécies ndo nativas em
ecossistemas desencadeia uma série de desafios ecoldgicos, incluindo a alteragdo da estrutura
da comunidade, a extin¢do de espécies locais e modificagdes na cadeia alimentar (CABRAL et
al.,2020; DONG et al., 2021). As estimativas sugerem que mais de 7.000 espécies podem estar
sendo transportadas através das aguas de lastro de navios ao redor do mundo, ou como
comunidades incrustantes (KARATAYEV et al., 2009), evidenciando que a distdncia e as

correntes nao sao mais barreiras naturais eficazes.

Os efeitos causados por espécies invasoras podem ter impactos diretos sobre os seres
humanos, interferindo nos ambientes habitados por eles, ou efeitos indiretos, afetando
negativamente a economia (PIMENTEL et al., 2005). A invasdo bioldgica ¢ considerada uma
ameaga tanto presente quanto futura para a biodiversidade, e ha décadas projetos de prevengao

e gestdo de invasdes tém recebido atencdo em diversas regides (COLL et al., 2010).

Diante do aumento de problemas relacionados a bioinvasao marinha, as autoridades
mundiais viram a necessidade da aplicacdo de medidas mais rigorosas, com objetivo de
minimizar os riscos relacionados a agua de lastro descarregada pelos navios. Dentre as medidas,
uma das mais importantes foi a “Convengao Internacional para o Controle e Gestdo da Agua de
Lastro e Sedimentos de Navios”. Essa medida foi adotada e aprovada pela Conferéncia
Diplomatica Sobre agua de Lastro, ocorrida em Londres, na sede da IMO (Organizacao
Maritima Internacional), em 2004 que estabelece 13 diretrizes, dentre elas: 1) diretriz para
instalacdes de recebimento de sedimentos; 2) diretriz sobre amostragem de dgua de lastro; 3)
diretriz para a troca de dgua de lastro e 4) diretriz sobre analise de risco/isencdo de gestdao de
agua de lastro. Essas agdes, criam uma necessidade urgente de desenvolver ferramentas de
monitoramento que rapidamente identifiquem com precisdo a composi¢do da comunidade nos

ecossistemas.

A gestdo e a preservacgao dos ecossistemas demandam uma abordagem global que inclua
a monitorizagao periddica da composicao e diversidade da biota (JORGENSEN et al., 2010). A
avaliacdo bioldgica em ecossistemas aquaticos, possui diversos grupos de organismos que sao
utilizados para avaliar o estado e as alteragdes nos ambientes ao longo dos anos, e para
determinar os diferentes impactos decorrentes das agdes humanas (HERING et al., 2018;

KECK et al., 2022).

Portanto, compreender e monitorar a situagao geral da biota aquatica em grande escala,
¢ um fundamental para a prote¢do dos recursos biologicos e da saude dos ecossistemas. No
entanto, a classificagdo taxonomica ainda ¢ predominantemente baseada em caracteristicas

morfoldgicas, o que € muitas vezes consiste em um processo demorado e sujeito a duvidas,
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sobretudo quando se trata de grupos em que a identificacdo taxondmica ¢ realizada apenas até
niveis mais amplos, como familia ou género (HAASE et al., 2006; MANDELIK et al., 2010;
KECK et al. 2022). Dessa forma, o monitoramento da biodiversidade em grande escala, que
possibilita a abrangéncia do maior nimero de espécies possiveis, exige a implementacao de
uma estratégia de método padronizado, rapido e eficaz, que complemente as metodologias

convencionais.

2.3 DNA AMBIENTAL (eDNA)

O DNA ambiental (eDNA) pode se acumular no ambiente e tem origem em diversas
fontes, como pele, sangue, saliva, esperma, secre¢cdes, muco, ovos, fezes, urina, raizes, frutos,
polen e folhas presentes nos ecossistemas (RUPPERT et al., 2019; SAHU et al., 2022).
Comparado as abordagens convencionais, 0 método de anélise de eDNA pode ser aplicado em
praticamente qualquer habitat, exigindo pouca habilidade ou esforco, além de demonstrar maior
precisdo na identificagdo molecular em relagdo aos métodos tradicionais de detecg¢do visual
(BIGGS et al., 2015; PILLIOD et al., 2013). A técnica de DNA metabarcoding refere-se a
identificacao automatizada de multiplas espécies a partir de uma unica amostra, que pode conter

tanto organismos inteiros quanto material genético degradado (ZHANG, 2019).

Os organismos animais e vegetais passam por processos naturais de renovagao celular
em todos os ambientes, as c€lulas antigas que sofrem morte celular sdo eliminadas através da
urina, fezes e descamacdo epidérmica (HAILE et al., 2009; THOMSEN e WILLERSLEV,
2012; MAHON et al., 2013). Apds eliminadas, elas sdo liberadas para o ambiente (terrestre ou
aquatico) disponibilizando informagdes sobre estes organismos. Assim, 0 DNA ambiental ou
eDNA descreve o material genético presente em amostras ambientais, como sedimento, agua e
ar, incluindo células inteiras, DNA extracelular e organismos potencialmente inteiros

(FICETOLA et al., 2008; BARNES e TURNER, 2016).

O estudo inicial voltado para a abordagem do DNA ambiental (eDNA) foi realizado por
OGRAM et al. (1987), com o objetivo de detectar DNA microbiano em amostras de
sedimentos. O termo “eDNA” comegou a ser mais amplamente difundido a partir do século
XXI, emespecial na drea de microbiologia (RONDON et al., 2000; HANDELSMAN, 2004). O
uso dessa técnica molecular permite a identificacdo de espécies de vida livre (WILLERSLEV
etal.,2003; REES et al., 2014; JANE et al., 2015), terrestres (VALIERE e TABERLET, 2000;
ANDERSEN et al., 2012; MAHON et al., 2013) e aquaticas (LODGE et al., 2006; FICETOLA
et al., 2008; JERDE et al., 2011; MAHON et al., 2013), com potenciais aplicagdes em

programas de conservagao (REES et al., 2014), deteccao de espécies criticamente ameagadas,
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espécies invasoras (JERDE et al., 2011; EICHMILLER et al., 2016) e quantificacdo de
organismos aquaticos (THOMSEN e WILLERSLEV, 2012; PILLIOD et al., 2013;
TAKAHARA et al.,2013). Essa abordagem ¢ muito 1til quando métodos tradicionais de coleta
sao inadequados (DARLING e MAHON, 2011; JERDE et al., 2011). A Figura 3 ilustra algumas
das aplicagcdoes do DNA ambiental.

Figura 3- Aplicacdes do DNA ambiental metabarcoding em ecossistemas aquaticos e terrestres.

Aplicacdes do DNA Ambiental Metabarcoding }

G

Ecossistemas Interagdes entre Analise da Detecgio de Resposta a Monitoramento da
ancestrais polinizagao dicta Espécies Invasoras Poluigio Qualidade do ar

Fonte: Adaptado de Ruppert ef al. (2019).

Nos ultimos anos, varios pesquisadores t€ém empregado amplamente o eDNA para
analisar popula¢des em ambientes marinhos (FOOTE et al., 2012), habitats de dgua doce
(YANG et al., 2023) e habitats terrestres (ALLEN et al., 2021; VAN DER HEYDE et al.,
2020). O DNA ambiental representa uma ferramenta promissora no aprimoramento da
conservagdo e gestdo da biodiversidade (KELLY et al., 2014). Apesar deste potencial esta
sendo reconhecido cada vez mais, estas ferramentas requerem validagdo adicional,
particularmente em ecossistemas complexos e dindmicos como os estudrios (SUZZI et al.,

2023).

O transporte maritimo tem sido apontado como uma fonte direta de introducdo de
Espécies Nao Indigenas (ENIs) nos estuarios (SEEBENS et al., 2016). A disseminagdo dessas
espécies tem se acelerado com o aumento do trafego de navios transocednicos entre paises para
o comércio internacional (HULME, 2009). Isso resultou na invasdao de muitos organismos em
areas costeiras ao redor do mundo, principalmente em estuarios (GROSHOLZ, 2002). Por
exemplo, uma pesquisa focada principalmente em ecossistemas costeiros registrou a presenca
de 1442 espécies unicas (BAILEY et al., 2020). Foi documentado que um total de 986 Espécies
Nao Indigenas (ENIs) invadiram o Mar Mediterraneo (ZENETOS et al., 2012). Mesmo nas
regides articas, foram identificadas 54 introdugdes e 34 ENIs entre 1960 e 2015 (CHAN et al.,

2019). Em escala global, ¢ provavel que a Asia, a Africa e a América do Sul se tornem areas



30
fortemente afetadas por invasdes nas proximas décadas. No entanto, at¢ o momento, essas

regides tém recebido menos atengdo em comparagdo com a Europa e a América do Norte

(KENNISH, 2002).

Com o avango da bioinformatica, tornou-se possivel desenvolver ferramentas que
auxiliam as pesquisas atuais, incluindo a concepg¢ao de primers para PCR com base no banco
de dados do The National Center for Biotechnology Information (NCBI) (MORALIS et al.,2019;
MUNIZ et al., 2020). Os primers sdo sequéncias especificas de nucleotideos que se ligam as
suas respectivas sequéncias-alvo de DNA durante a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(PELT-VERKUIL et al., 2008). A PCR in silico tem como objetivo prever quais produtos de
PCR serdo sintetizados a partir de um ou mais modelos de DNA, utilizando primers
oligonucleotideos ja projetados (KALENDAR et al., 2017). Esse método otimiza o processo,
reduzindo tempo e custos adicionais (SCHULER, 1997).

As técnicas tradicionais de avaliagdo da diversidade e abundancia de espécies
apresentam limitagdes, pois dependem da identifica¢do taxondmica, podem causar perturbagao
ou degradagdo do habitat e, frequentemente, utilizam métodos que dificultam a deteccdo de
espécies pequenas ou de dificil amostragem. Essas restricdes podem comprometer a obtengdo
de estimativas precisas para comunidades inteiras (RUPPERT ef al., 2019). O DNA ambiental
(eDNA) surge como uma abordagem complementar a esses métodos, permitindo a deteccao de
diferentes espécies, a amostragem de uma maior diversidade e o aumento da resolugdo
taxonomica (DEINER et al., 2017). Além disso, o eDNA tem a capacidade de identificar
espécies raras, embora ndo seja adequado para fornecer informacgdes detalhadas sobre a
estrutura populacional, como propor¢do entre os sexos e condi¢oes fisicas dos individuos.
Dessa forma, trata-se de uma ferramenta ideal para complementar os estudos tradicionais

(GOLDBERG et al., 2016; DEINER et al., 2017).

Uma das principais dificuldades ao lidar com amostras ambientais ¢ a degradagdo do
DNA, um fendmeno particularmente acentuado em regides tropicais. Isso ocorre porque o
material genético ja se encontra naturalmente fragmentado e permanece exposto a diversos
fatores ambientais, como temperatura, salinidade e movimentacdo da 4gua (RUPPERT et al.,
2019). As condigdes ambientais desempenham um papel crucial na taxa de degradacao desses
fragmentos. Por isso, EICHMILLER et al. (2016) destacam que fatores como temperatura da
agua, exposi¢ao a luz solar, salinidade e turbidez devem ser considerados na coleta de amostras
ambientais, pois podem variar conforme as caracteristicas topoldgicas e hidrologicas do corpo

d’4gua.
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Segundo GOLDBERG et al. (2016), desde 2008 varios grupos de pesquisa em todo o
mundo tém intensificado o desenvolvimento de técnicas de DNA ambiental, levando a uma
variedade de protocolos para detecgdo de eDNA de macroorganismos aquaticos em varios

taxons e ambientes.

Portanto, esse estudo propode-se a utilizar a técnica de eDNA integrada aos métodos
tradicionais para a identificagdo e monitoramento desse importante sistema aquatico localizado
na Costa Amazonica Brasileira. A partir dos dados obtidos sera possivel elaborar estratégias e
protocolos de monitoramento para a area de estudo, podendo expandir os métodos para os
demais portos brasileiros. Buscando contribuir para a conservagao do ecossistema e uso
sustentavel dos recursos pesqueiros, atendendo a meta 14 do Objetivo de Desenvolvimento

Sustentavel das Nagdes Unidas para 2030.

2.3.1 Aplicacio do eDNA em amostras de Agua

A descoberta de que € possivel detectar espécies por meio de amostras de agua utilizando
DNA ambiental (eDNA) representa um grande avango no conhecimento sobre a ecologia e a
conservagdo de organismos aquaticos (GOLDBERG et al., 2015). As técnicas de eDNA
ampliam as informagdes disponiveis sobre a presenca de espécies raras ou ameacadas de
extingdo, permitindo a detecg@o precoce de espécies invasoras e a estimativa da biodiversidade

(GOLDBERG et al., 2016).

Nos ultimos 20 anos, o crescente numero de estudos sobre DNA ambiental tem revelado
informagdes essenciais. Por exemplo, BRANNOCK ef al. (2016) avaliaram a diversidade de
microrganismos marinhos ao longo do tempo em diferentes locais da plataforma continental do
Alabama. O estudo mostrou que a composicdo das comunidades microbianas estava
relacionada a salinidade, temperatura e concentragdo de silicato dissolvido, além de apresentar
variagdes sazonais. Essas informagdes sdo fundamentais para o estudo dos ecossistemas
marinhos e, sem o uso de tecnologias moleculares avangadas, seria extremamente dificil obter

um entendimento abrangente dessas dinamicas.

O potencial do eDNA na identificagdo da diversidade de peixes marinhos e sua
comparac¢do com levantamentos tradicionais foi investigado por THOMSEN et al. (2012). Os
pesquisadores detectaram com sucesso o DNA de 15 espécies de peixes, incluindo espécies
comerciais importantes e espécies raramente registradas. Além disso, observaram que os
fragmentos de DNA se degradavam em poucos dias na dgua do mar, indicando que sinais

positivos de eDNA refletem a presenca recente das espécies.



32

Para obter a estrutura da comunidade de peixes em aguas costeiras em 47 estagdes,
YAMAMOTO et al. (2017) utilizaram eDNA metabarcoding para comparar 14 anos de dados.
O estudo detectou 128 espécies, das quais 62,5% ja haviam sido registradas por levantamentos
tradicionais. Além disso, 20 espécies que deveriam ocorrer na area foram identificadas pela
primeira vez, demonstrando a eficiéncia do método para aprimorar as analises do ecossistema
marinho. ANDRUSZKIEWICZ et al. (2017) utilizaram DNA ambiental para caracterizar
comunidades de vertebrados marinhos em 10 locais, identificando 7 familias, 3 subfamilias, 10
géneros e 72 espécies, pertencentes a 33 taxons unicos de vertebrados marinhos, com apenas
uma familia j& conhecida na regido. MASSANA et al. (2015) analisaram a diversidade
taxonomica de comunidades de protistas planctonicos e bentonicos, observando diferengas na
composicao das amostras de agua e sedimentos, com varia¢des entre os locais e ao longo do

tempo.

No porto de Bilbau (Espanha), REY et al. (2020) avaliaram a composi¢do taxonomica
das amostras por meio do DNA ambiental. Os resultados permitiram a deteccao de espécies nao
indigenas previamente registradas, além da identificagdo de novas espécies, mesmo que em
baixa abundancia. JA ZHANG et al. (2020) utilizaram uma abordagem de metabarcodificacao
baseada em ToL para monitorar a biodiversidade do Mar Negro e analisar o impacto de
processos ecoldgicos de grande escala na estrutura da comunidade bioldgica. O estudo revelou
mais de 8.900 OTUs, abrangendo bactérias, algas, protozoarios, metazoarios invertebrados,

peixes e grandes mamiferos marinhos.

No estudo realizado por SAUNDERS et al. (2024), utilizando tanto redes de arrasto de
praia quanto metabarcoding, observaram correlacao positiva entre os registros de espécies pelo
eDNA e as capturas fisicas. Os resultados indicam que a técnica de eDNA complementa os
métodos tradicionais de captura na caracterizagdo das comunidades de peixes em estuarios.
Embora essa técnica ndo forneca informagdes sobre parametros populacionais, como tamanho,
sexo e idade, ela permite uma avaliagdo mais abrangente da diversidade e da presenca-
abundancia, principalmente em ambientes de dificil acesso.

O estudo realizado por KIM et al. (2025) avaliou a eficacia do eDNA metabarcoding na
identificacdo da biodiversidade de vertebrados em zonas imidas protegidas e de dificil acesso.
Foram detectadas 35 espécies nos pantanos de Jangdo e Baenanggimill, no Arquipélago de
Heuksan, Coreia do Sul, utilizando trés primers especificos para aves, mamiferos e peixes. A
combinac¢do dos dados do eDNA com o NRS aumentou a riqueza de espécies em 35,3% em
Jangdo e 10,2% em Baenanggimill, demonstrando a eficiéncia dessa técnica para a rapida

deteccao de espécies com intervengao minima. Além disso, o eDNA identificou cinco espécies
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dificeis de serem observadas devido ao seu habitat subaquatico ou semelhanga morfologica. No
entanto, para aves, o eDNA aquatico teve menor precisdo em comparagdo ao NRS, indicando

a necessidade de aprimoramentos tecnoldgicos.

2.3.2 Aplicacio do eDNA em amostras de Sedimentos

Os sedimentos marinhos e estuarinos abrigam uma grande diversidade de espécies que,
além de desempenharem papéis ecologicos essenciais, sdo sensiveis a perturbagdes
antropogénicas. No entanto, esses ambientes ainda sdo pouco estudados e, consequentemente,
nao completamente compreendidos. Isso se deve, em grande parte, a complexidade do trabalho
taxondmico necessario para descrever as espécies presentes nesses sedimentos, um processo

que raramente ¢ realizado (GUARDIOLA et al., 2015).

Metabarcoding de eDNA de sedimentos tem sido usado em tentativas de descrever
comunidades eucaridticas, embora tenha sofrido com a falta de conhecimento taxondmico.
PAWLOWSKI et al. (2011) usaram metabarcoding em sedimentos marinhos para examinar a
riqueza eucaridtica do fundo do mar e detectaram 942 a 1756 taxons por amostra, dominada
por dinoflagelados, cercozodrios, ciliados e euglenozodrios; até tdxons fotossintéticos estavam
presentes. Eles determinaram que o fundo do mar ¢ um repositério global de DNA, descrevendo
organismos que vivem tanto no sedimento quanto na coluna d'dgua, tornando-o 1til para
monitorar mudancas ambientais. Um estudo de GUARDIOLA et al. (2015) usando
metabarcoding em sedimentos do fundo do mar identificou mais de 1.600 taxons dominados
por Metazoa, Alveolata, Stramenopiles e Rhizaria, com diferengas perceptiveis em uma

pequena escala, dentro de localidades e entre zonas geograficas (GUARDIOLA et al., 2015).

Em um estudo realizado por GUARDIOLA et al. (2016), foi encontrado mais de 5.500
taxons dominados por Metazoa, Alveolata, Rhizaria, Nematoda, Arthropoda e Annelida e
descobriu diferengas significativas entre camadas de sedimento, zona (encosta ou canion),
profundidade e estagdo. Eles determinaram que, apesar do uso de uma regido hipervariavel, as
estimativas de diversidade eram provavelmente conservadoras devido a enorme diversidade de

eucariotos e que a falta de bancos de dados extensos limita a complexidade do estudo.

Para identificar eucariotos em ecossistemas impactados, CHARITON et al. (2010)
aplicaram metabarcoding em sedimentos estuarinos obtendo com sucesso dados de
sequenciamento para milhares de eucariotos de 54 filos variando de nao-metazodrios
microscopicos a grandes metazoarios, com uma grande propor¢ao de riqueza proveniente da
micro e meiofauna que sdo frequentemente esquecidos em pesquisas tradicionais. CHARITON

et al. (2015) também publicaram um estudo em que o metabarcoding foi usado para avaliar a
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composi¢ao eucariodtica bentdnica de cinco estuarios de condi¢des variadas. Eles descobriram
que a composic¢ao eucaridtica refletia a condigdo ambiental e estava fortemente correlacionada
com nutrientes, turbidez e pH, com a maior riqueza bidtica ocorrendo no ambiente mais

perturbado.

Os autores SINNIGER et al. (2016) publicaram um estudo em que usaram eDNA em
sedimentos para avaliar bentonicos em alto mar diversidade de metazoarios em diferentes
profundidades e locais em todo o mundo. Eles descobriram que seus dados eram dominados
por tdxons meio bentonicos, € embora todos os filos foram identificados, a diversidade
permanece amplamente desconhecida devido a falta de estudos que explorem esses organismos,
portanto, um banco de dados de referéncia que carecia de especificidade. LANZEN et al. (2017)
testaram o uso de metabarcoding DNA gendmico obtido de amostras de solo para determinar a
diversidade e a estrutura da comunidade de meio e comunidades eucariotas microbentonicas,
descobrindo que a profundidade de sequenciamento e as réplicas de extracdo sao importantes

para a otimizagao de estimativas de diversidade.

No estudo realizado por TAGLIABUE et al. (2023), foi utilizado metabarcoding
baseado no gene COI em amostras de sedimento e 4gua de fundo para caracterizar comunidades
bénticas em trés locais da costa da Emilia-Romagna (Italia), com diferentes tipos de defesa
costeira. Os resultados mostraram diferencas significativas na estrutura das comunidades
bénticas dependendo do local, do tipo de amostra e de sua interagdo. Além disso, a dgua de
fundo revelou uma composicao de espécies distinta do sedimento, refletindo maior presenca de
organismos pelagicos e nectonicos. Esses achados indicam a importancia de considerar ambas

as matrizes amostrais no monitoramento costeiro.
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Resumo

Este estudo avaliou os fatores ambientais capazes de alterar os padrdes de distribuicdo da
biodiversidade no Complexo Estuarino de Sdo Marcos (CESM). Foram analisados dados
coletados entre 2018 e 2023, abrangendo parametros fisico-quimicos, nutrientes € a composicao
de multiplos tdxons para compreender como a heterogeneidade sazonal e temporal influencia a
estrutura das comunidades bioldgicas. As condigdes ambientais apresentaram variagdes
significativas entre anos e estagdes, com maior heterogeneidade registrada durante o periodo
seco e nos anos de 2020 e 2023, marcados por eventos climaticos extremos. Um total de 289
taxons distribuidos em 19 filos foi registrado, com predominincia de Heterokontophyta,
Chordata, Arthropoda e Mollusca. A riqueza de espécies foi maior nos anos de 2022 e 2023,
sugerindo que a variabilidade ambiental pode favorecer a ocorréncia de grupos ecologicamente
distintos. A andlise de B-diversidade revelou que a substituigdo de espécies foi responsavel por
cerca de 90% da variagdo total na composicdo das comunidades, evidenciando forte
rotatividade e reorganizagdo ecologica ao longo do gradiente ambiental. Os resultados
demonstram que a dindmica ambiental do CESM, modulada por variagdes climaticas e
influéncias antropicas, promove mudangas significativas na distribuicdo da biodiversidade e

nas interagdes ecoldgicas. Esse padrao refor¢a a importancia de monitoramento continuo.

Palavras-chave: Diversidade bioldgica; Varidveis ambientais; Sazonalidade; Estuario

amazonico
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Abstract
This study evaluated the environmental factors capable of altering biodiversity distribution
patterns in the Sdo Marcos Estuarine Complex (SMEC). Data collected between 2018 and 2023
were analyzed, encompassing physicochemical parameters, nutrients, and the composition of
multiple taxa to understand how seasonal and temporal heterogeneity influences the structure
of biological communities. The predicted environmental conditions showed significant
variations between years and seasons, with greater heterogeneity recorded during the dry period
and in the years 2020 and 2023, marked by extreme climatic events. A total of 289 taxa
distributed across 19 phyla were recorded, with a predominance of Heterokontophyta,
Chordata, Arthropoda, and Mollusca. Species richness was highest in the years 2022 and 2023,
indicating that environmental variability can favor the occurrence of ecologically distinct
groups. A B-diversity analysis revealed that species replacements accounted for approximately
90% of the total variation in community composition, demonstrating strong ecological turnover
and reorganization along the environmental gradient. The results show that the environmental
dynamics of the SMEC, modulated by climatic variations and anthropogenic influences,
promote significant changes in biodiversity distribution and ecological interactions. This

pattern reinforces the importance of continuous monitoring.

Keywords: Biological diversity; Environmental variables; Seasonality; Amazon estuary

1. Introducao

Os sistemas estuarinos, caracterizados por uma ampla diversidade de condi¢des bioticas
e abidticas, se destacam por oferecer uma variedade de servicos ecossistémicos essenciais
(Lécuyer et al., 2024; Harris et al., 2025). Dentre os quais se incluem o aporte de nutrientes
para a zona costeira (Hall et al., 2015; Le Gouvello et al., 2017), habitat para aves migratorias
ameacadas de extingdo (Liu et al., 2025), ber¢arios para peixes marinhos e espécies residentes
(Miller et al., 2014 ; Chalifour et al., 2019 ; Guerreiro et al., 2021), além de realizar o sequestro
de carbono (Waycott et al., 2009; Novak et al., 2020) e a manutencao dos estoques de peixes
economicamente importantes (Nixon et al., 1986). Esses sistemas apresentam elevada variagao
nas condi¢des ambientais resultante da influéncia das marés, flutuagdes de temperatura e
oscilagdes na descarga de agua doce (Young e Potter, 2002; Oczkowski et al., 2015;

Nascimento et al., 2021).

As condigdes naturais dos estudrios estdo sendo modificadas pelas atividades

antropogénicas, resultando em alteracdes geoquimicas que afetam de forma significativa a
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qualidade da dgua e comprometem o equilibrio biogeoquimico desses ecossistemas em escala
global (Doney et al., 2009; Robbins e Lisle, 2018). Estuarios em todo o mundo, estdo sendo
afetados pelas mudancas climaticas, enfrentando extremos de salinidade, acidificagdo e
aquecimento das aguas (Robbins e Lisle, 2018; Scanes et al., 2020; Long ¢ Mora, 2023).
Mudangas nas condi¢cdes ambientais promovem alteracdes de longo prazo que afetam a riqueza
de espécies, a biomassa, a estrutura genética e as teias alimentares (Gilarranz et al., 2016;

Ducrotoy et al., 2019).

As comunidades bioldgicas constituem redes complexas formadas pelas interagdes entre
as espécies, e ndo apenas pela simples soma de organismos individuais (Mokross et al., 2014;
Vitali et al., 2023). Estudos que focam em grupos isolados e desconsideram os efeitos das
interagdes dentro das redes ecoldgicas tendem a limitar a compreensdo da complexidade das
relacdes ecoldgicas e da dindmica das comunidades (Yan et al., 2025). Diante do atual cenario
de intensa degrada¢do dos ecossistemas, decorrente da combinagdo e acumulacdo de diversos
estressores (Halpern et al., 2013), ¢ fundamental identificar e testar variaveis capazes de indicar

o potencial de mudangas dinadmicas no estado da comunidade (Juan et al., 2013).

A diversidade f é comumente descrita como a variagdo na composic¢ao de espécies entre
diferentes areas, estabelecendo uma conexao direta entre a diversidade local (o) e a diversidade
regional (y) (Whittaker 1960, 1972). Nesse contexto, a B-diversidade desempenha um papel
fundamental na identificacdo de escalas significativas de variagdo e na compreensao dos
processos ecossistémicos afetados por atividades humanas (Thrush et al., 2010; Bevilacqua et
al., 2012). Pesquisas indicam que a decomposi¢ao da B-diversidade em seus componentes de
substituicdo de espécies entre locais (renovacao) e de perda ou ganho de espécies (aninhamento)
contribui para revelar padrdes ecologicos espago-temporais, sendo indispensavel para o
entendimento de aspectos biogeograficos, ecoldgicos e de conservacao (Baselga, 2010;

Legendre, 2014; Cavalcanti-Lima et al., 2023).

Nas ultimas décadas, os estuarios da regido Amazonica vém sofrendo intensa pressao
antropica e, consequentemente, alteracdes em suas condigdes ambientais, sobretudo
relacionadas aos contaminantes oriundos de atividades portudrias (Gonzalez-Gorbefia et al.,
2015; Oliveira et al., 2019; Cutrim et al., 2025), e as elevadas cargas de nutrientes provenientes
do langamento de esgotos domésticos e agricolas (Monteiro et al., 2016; Furtado et al., 2024),
além das mudancas climaticas (S& et al., 2025b). Esses fatores tém contribuido para a
degradagdo ambiental e a perda da qualidade da 4gua nesses ecossistemas (Mourdo et al., 2020;
Cavalcanti et al., 2022; Pereira et al., 2023; Furtado et al., 2025). Estudos que investigam como

as alteracdes ambientais influenciam os organismos t€ém sido conduzidos para diferentes grupos
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biologicos, incluindo o fitoplancton (Cavalcanti et al., 2018; Cavalcanti et al., 2022; Furtado et
al., 2025; Sa et al., 2025a), a macrofauna bentonica (Sousa et al., 2023) e os peixes (Pinheiro
Souza et al., 2021; Noleto et al., 2022; Torres et al., 2023). Contudo, ainda existe uma lacuna
de conhecimento sobre como diferentes grupos interagem ecologicamente diante de multiplos
estressores em escalas sazonais e temporais. O objetivo deste estudo ¢ investigar como a
heterogeneidade ambiental, resultante das variacdes sazonais e temporais, influencia os padrdes
de distribuicdo da biodiversidade e as interacdes ecoldgicas entre multiplos taxons no

Complexo Estuarino de Sao Marcos.

2. Material e métodos

2.1 Area de estudo e amostragem

O Complexo Estuarino de Sao Marcos (CESM), esta situado no estado do Maranhao,
que abriga o segundo maior litoral do Brasil, com aproximadamente 640 km de extensao.
Apresenta uma macromaré semidiurna, cuja amplitude pode ultrapassar 8 metros em certas
areas durante as marés equinociais de sizigia, além de correntes de maré com velocidades
superiores a 1,1 m/s, atingindo um maximo de 2,42 m/s (Gonzalez-Gorbefia et al., 2015) (Figura
1). O estado do Maranhdo possui cerca de 4.350 km? de manguezais, com cerca de 46% da

cobertura nacional (Diniz et al., 2019).
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Figura 1 - Localizagdo da area de estudo no Complexo Estuarino de Sao Marcos (Costa
Amazonica, Brasil).
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Os fluxos fluviais no CESM sao abastecidos predominantemente pela bacia do Mearim,

que engloba os rios Pindaré, Graja e Mearim. No entanto, o complexo estuarino também
recebe influxos de cinco bacias hidrograficas menores, localizadas nas margens leste (rios
Cachorros, Bacanga e Anil) e oeste (rios Aura e Salgado). O volume médio anual de descarga

de dgua doce na baia ¢ de 413 m?®/s, com a vazao maxima registrada em abril ¢ a minima em

outubro (ANA,2019; Lima et al., 2021).

O clima da regido ¢ tropical, com dois periodos sazonais bem definidos: o periodo
chuvoso (janeiro a junho) e o periodo seco (agosto a dezembro), controlado pela Zona de
Convergéncia Intertropical, que € o principal sistema responsavel pela precipitacdo na regiao.

regides Norte e Nordeste do Brasil (Samaritano et al., 2013; Albuquerque et al., 2023).

A precipitagdo total anual foi de 2.753,00 mm em 2019, 2.725,40 mm em 2020, 2.525,50
mm em 2021, 2.433,90 mm em 2022, 2.330,80 mm em 2018 ¢ 2.243,10 mm em 2023. Os meses
de abril e marco foram os mais chuvosos, registrando valores superiores ao esperado (> 462
mm e > 321 mm, respectivamente), considerando os dados climaticos histdricos dos ultimos 30
anos (Figura 2a). A velocidade maxima do vento foi observada nos meses de setembro e
outubro, com valores superiores a 2,60 m.s"! m/s em ambos os periodos (Figura 2b). Os menores
valores foram registrados entre os meses de janeiro a junho, sendo este padrao caracteristico da

estagdo chuvosa, enquanto as maiores velocidades de vento ocorreram na estacao seca.
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Figura 2 - Média historica mensal de chuvas (baseado nos tltimos 30 anos), precipitagdo
pluviométrica mensal e velocidade dos ventos obtida entre os anos de 2018 e 2023

(www.portal.inmet.gov.br).

As amostras foram coletadas em campanhas trimestrais entre 2018 e 2023 durante o

periodo chuvoso e de estiagem. As condi¢des fisico-quimicas (temperatura da dgua, salinidade,

pH, oxigénio dissolvido e turbidez) foram mensuradas em in sifu, com auxilio de uma sonda

multiparametros (Horiba U-52). A transparéncia da agua foi medida com o uso do disco de

Secchi. Os dados de precipitacdo pluviométrica e velocidade dos ventos foram adquiridos

através do INMET (Instituto Nacional de Meteorologia, http://www.inmet.gov.br).
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2.2 Analise de nutrientes
Para a obtencao e andlise de nutrientes, as amostras de d4gua foram coletadas com auxilio
de uma garrafa de Van Dorn (5 L) e acondicionados em gelo para andlise em laboratorio. As
concentragdes de nutrientes inorganicos foram determinadas seguindo as metodologias
descritas em Strickland e Parsons (1972) para nitrito (NOy"), nitrato (NO3") € ion amonio (NH4")

e pelo método proposto por Grasshoff et al. (1983) para fosfato (PO4™>).

2.3 Analise da comunidade aquatica

Para a andlise do plancton, amostras foram coletadas utilizando uma rede conico-
cilindrica com malha de 45 pm para fitoplancton e 120 um para zooplancton. Cada arrasto foi
realizado na sub-superficie da agua por um periodo de 5 minutos. As amostras foram
armazenadas em frascos de polietileno de 300 mL devidamente etiquetados e fixadas em
formalina a 4%. A identificacdo de ambos os grupos foi feita até o menor nivel taxondmico
possivel, por meio de microscopio dptico e estereoscopio, além de chaves de identificagdo. Para
o fitoplancton as espécies foram classificadas com base na plataforma internacional AlgaeBase
(Guiry e Guiry, 2023) e para o zooplancton bibliografia especializada (por exemplo, Boltovskoy
1981, 1999; Dias e Araujo, 2006).

Os organismos incrustantes foram coletados por meio de raspagem da superficie das
estruturas fixas na area de estudo (colunas de concreto, raizes de mangue, boias, correntes de
ancoras e cascos de navio). Todo o material coletado foi acondicionado em sacos plésticos,
fixados com formol a 4% e mantidos em baixa temperatura dentro de caixas isolantes, para
conservagao. Para obtencao das amostras bentonicas, foram realizados lancamentos com a
draga do tipo busca fundo e apds coletadas as amostras foram acondicionadas em recipientes
plasticos devidamente identificados e fixadas em formaldeido a 4%. Posteriormente o material
foi levado para laboratorio para realiza¢do da triagem com peneira de 0,5 mm e preservadas em
alcool etilico a 70%, os espécimes foram identificados com o auxilio de um estereomicroscopio
€ um microscopio Optico e a atualizagcdo dos tdxons, foi feito com base no Registro Mundial de
Espécies Marinhas - Worms (www.marinespecies.org). As amostras foram lavadas em peneiras
com diametro de 0,5 mm. Em seguida, o material foi triado, e A identificagdo foi realizada até

0 menor nivel taxondmico possivel.

Para a obtencao da composicao ictiofaunistica, foi empregado o uso das redes de espera
(4, 7 e 14 cm) e espinhel, visando uma maior variagdo de espécies na amostragem. As redes
passaram por revisdo a cada uma hora por ciclos completos da maré vazante, para checagem de

possiveis exemplares presos nas mesmas. Apos a coleta os espécimes foram armazenados em
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caixas térmicas contendo gelo e transportados para a triagem no Laboratorio de Biodiversidade

Molecular (LABimol) da Universidade Estadual do Maranhao.

Para cada espécime coletado foram determinados o comprimento total e o peso, sempre
que possivel os peixes foram identificados a nivel de espécie, com base na literatura
especializada e padronizados segundo informagdes do Fishbase (Froese e Pauly, 2010). A
licenca ambiental (ANEXO 3) foi obtida junto a Secretaria Estadual de Meio Ambiente e
Recursos Naturais — Sema (AAF-018/2021).

2.4 Analise estatistica

Inicialmente, uma analise de varidncia multivariada permutacional (Permanova;
Anderson, 2001) foi aplicada para avaliar a variagdo dos parametros ambientais usando dois
fatores: 1) estagdes (chuvosa e seca) e ii) anos (2018, 2019, 2020, 2021, 2022 ¢ 2023). Em
seguida, foi realizada a normalidade (teste de Kolmogorov-Sminorv) e a homogeneidade (teste
de Levene) dos dados. A analise de variancia foi utilizada para cada dado abiodtico afim de
identificar diferengas significativas. Foram utilizados testes One-Way ANOVA (paramétrico)
ou Kruskal-Wallis (ndo paramétrico) para verificar possiveis diferengas, considerando valores

significativos p < 0,05.

Para determinar se a area analisada apresenta alta heterogeneidade ambiental (medida
por meio de varidveis hidroldgicas e nutrientes), foi realizada uma anélise permutacional de
dispersdo multivariada (PERMDISP; Anderson et al., 2006). Esta analise foi usada para testar
a homogeneidade de dispersdo desses fatores usando a distancia entre centroides e o teste HSD
de Tukey em pares (p < 0,05). Dessa forma, quanto maior a distancia entre as amostras e seus
centrdides, maior ¢ a heterogeneidade ambiental. Para os testes PERMANOVA e PERMDISP,
foram utilizados um total de 999 permutagdes irrestritas de dados transformados para escala

logaritmica (x + 1), aplicando a fungao “betadisper” no pacote 'Vegan’ R (Oksanen et al., 2020).

Para avaliar o estado atual do conhecimento sobre a biodiversidade em cada um dos
anos estudados, geramos curvas de acumulagao de espécies a partir de dados de ocorréncia para
os cinco filos mais ricos em espécies e o restante foi agrupado usando a iNEXT do pacote
INEXT em R (Hsieh et al., 2014).

As semelhancas entre os meses de coleta com base na distribuicao de espécies em todos
0s grupos taxondmicos € em cada grupo separadamente, foi avaliada através das andlises de
cluster bootstrap com 999 replicatas. Utilizamos o coeficiente de similaridade de Serensen
como medida de dissimilaridade e novamente aplicamos o método UPGMA. Para verificar as
mudangas na composicdo da comunidade entre os grupos formados nas andlises de

agrupamento, utilizamos a particdo da P-diversidade proposta por Baselga (2010). Essa
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abordagem permite avaliar a variacao total da comunidade no espago e no tempo (BSor) e
identificar a contribui¢do de cada componente, correspondendo a substituicdo de espécies

(BSim) e ao aninhamento (fNes).

3. Resultados
3.1 Heterogeneidade sazonal-temporal das condi¢oes ambientais

A partir da analise PERMANOVA foi observado que as condi¢des ambientais do CESM
apresentaram variagoes altamente significativas entre os periodos sazonais e temporais (p <0,5;
Tabela 1). Temporalmente, ¢ possivel notar que as flutuagdes anuais foram ainda mais
significativas (p < 0,001). No entanto, a interacdo entre esses dois fatores ndo revelou
significancia (p > 0,5).

Tabela 1 - Resumo dos resultados da analise de varidncia multivariada permutacional

(PERMANOVA) que avalia a variabilidade das condi¢des ambientais ao longo das estagdes e anos no
Complexo Estuarino Sdo Marcos.

Source df SS MS F.Model R’ p
Estagdes 1 0,025 0,025 6,378 0,020 0,002
Anos 5 0,590 0,590 148,618 0,472 0,001**
Estacdes X Anos 1 0,010 0,010 2,620 0,008 0,057
Residuals 157 0,623 0,003 0,499
Total 160 124,977 100,000

Os valores estatisticamente significativos sdo indicados com asteriscos: * p <0,05; ** p <0,001; *** p <0,002

A heterogeneidade ambiental testada pelo PERMDISP indicou os efeitos da dispersao
em escala sazonal (p < 0,001) e temporal (p = 0,019). Em relagdo a variagdo sazonal (Fi,150 =
24,55) foi observado maior heterogeneidade durante o periodo seco (distincia média do
centroide = 2,26) quando comparado ao periodo chuvoso (distdncia média do centroide = 1,79)

(Figura 3a e b).

Temporalmente, as condicdes ambientais variaram significativamente indicando alta
heterogeneidade (Fs,155 =27,75), a qual foi maior no ano de 2023 (distancia média do centréide
= 2,37), seguido por 2020 (distdncia média do centroide = 2,05), 2022 (distancia média do
centroide = 2,02), 2019 (distancia média do centréide = 1,97), 2021 (distdncia média do
centréide = 1,76) e 2018 (distancia média do centroide = 1,42) (Figura 3c e d).

A distribuigdo sazonal e temporal das variaveis ambientais estdo descritas na Tabela 2.
A temperatura da dgua apresentou pequena varia¢do, sendo maior durante o periodo chuvoso
(29,23+0,46 °C). A salinidade revelou variagdes significativas bem marcantes, variando nao s6

sazonalmente, mas temporalmente. Maiores valores foram registrados na estacdo seca,
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principalmente no ano de 2018 (30,81+5,22). O pH foi tipicamente alcalino, e durante o periodo

chuvoso foi observado um ligeiro aumento. Temporalmente os valores variaram entre

7,90+0,21(2019) e 8,58+0,17 (2023).
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Figura 3 - Dispersdo de variaveis ambientais por meio de analise de coordenadas principais (PCoA) e

boxplot com base na distancia ao centroide (heterogeneidade ambiental) considerando a escala

temporal Complexo Estuarino Sdo Marcos.

A distribuicdo sazonal e temporal das varidveis ambientais estdo descritas na Tabela 2.

A temperatura da agua apresentou pequena variagdo, sendo maior durante o periodo chuvoso

(29,2340,46 °C). A salinidade revelou variagdes significativas bem marcantes, variando nao so6

sazonalmente, mas temporalmente. Maiores valores foram registrados na estagdo seca,

principalmente no ano de 2018 (30,81+5,22). O pH foi tipicamente alcalino, e durante o periodo

chuvoso foi observado um ligeiro aumento. Temporalmente os valores variaram entre

7,90+0,21(2019) e 8,58+0,17 (2023).

A turbidez e OD obtiveram diferencas significativas apenas temporalmente. Os valores

de turbidez foram maiores no periodo seco, sobretudo em 2023 (296,43+173,18 NTU).

Enquanto os teores de oxigénio dissolvido foram ligeiramente maiores na chuva, variado entre

4,77+0,34 mg. L1 (2023) e 7,32+0,56 mg. L1 (2018), sendo observado uma deplegdo nos teores

ao longo dos anos. A transparéncia da agua foi relativamente baixa ao longo de todo o periodo,

ndo apresentando variagdes significativas em nenhum dos cenarios avaliados.
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Os nutrientes inorganicos fosfato, nitrato e ion amoénio revelaram variagdes
significativas apenas temporalmente (Tabela 2), enquanto o nitrito foi apenas sazonalmente,
com valores maiores durante a estagdo chuvosa (0,31+0,27 mg. L") principalmente em 2021.
Os valores maximos de fosfato (20,23+2,87 mg. L) ocorreram em 2018 durante a estagio
chuvosa, enquanto os de nitrato (3,66+1,03 mg. L'') em 2019 e o teores de ion amdnio

(1,77£0,65 mg. L'!) em 2023, ambos durante o periodo de menor precipitagio pluviométrica.
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Tabela 2 - Resumo descritivo (média e desvio padrdo) das varidveis ambientais no Complexo Estuarino Sdo Marcos. Nota: Temporal (Tp.) inclui os anos de coleta;

Sazonal (Sz.) os periodos sazonais (chuvoso € seco).

2018 2019 2020 2021 2022 2023 Estagdo
Chuvoso | Seca Sz Tp

Temp (°C)  28,7840,50  28.89+0,61  29.06+0.47  2882+0,99  28.96:024  29.1540.41  2923+046  28,67+0,58  p<0,001* i
Sal 30,81£5,22 30244128  28,83+424  29,08+3.87 2935449 30274504 26844433  32,014248  p<0,001* p<0,001*
Turb (NTU)  101,56:42,11 174,14=79,59 148,97+58,55 116,11265,40 199,11£131,71 296,43=173,18 166,57+138,49 180,33+104,54 ; p <0,001*
OD (mg. L)  732+0,56  6,85+037  6,63:041  625+0,46  525+0,79 4,77+0,34 6.17+1,16 6.15£0.94 ; p <0,001%
pH 8114038  7.904021  8.13£023  8.1540,19  8.28+034 8.58+0,17 8.22+0.28 816:038  p<0,001% p<0,004*

Secchi(cm)  028+0,12  027+0,09  029+0,12  020+0,07  025+0,07 0,24+0,12 0264012 0,24+0,08 ; ;
PO (mg. L) 2023287 17204338  3,174145  11,16£639  1,72+0,53 1,74£0,61  10,1448,16 8844832 ; p <0,001*

NO; (mg. L) 0224005  024+0,08  038+034  045:033  0,20+0,17 0.24+0.16 0.31£0,27 027+0,18  p<0,014* i
NOy (mg. L) 3363097  3,6651,03  122+1,14 078055  0,42+047 0,62+0,42 1,69+1,66 1,70+1,47 i p <0,001%
NH,' (mg. L) 0,80£022  0,87+020  0,76£038 1224082  1,33+0,56 1.77+0,65 1,0540,52 1.2340,71 ; p <0,002%

Valores estatisticamente significativos sdo indicados com asteriscos (*); valores ndo significativos representados por hifen (-)
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3.2 Dindmica dos multiplos taxons modulada pelas condi¢oes ambientais

Um total de 2310 ocorréncias de 289 taxons distribuidas entre os reinos Eubacteria,
Chromista, Plantaec ¢ Animalia foram registradas no CESM. O filo mais representativo foi
Heterokontophyta (98 espécies; 51,39%), seguido por Chordata (49 espécies; 13,90%),
Mollusca (34 espécies; 7,66%) e Arthropoda (33 espécies; 10,82%). Dinoflagellata (9 espécies;
3,16%), Chlorophyta (2,29%), Cyanobacteria (2,21%), Rhodophyta (1,82%) e Annelida
(1,69%), também foram representativos contribuindo com 5 espécies cada, enquanto os demais
filos contribuiram com 3 ou menos espécies (Tabela 3). Em relagdo a dindmica de espécies
temporal, a maior riqueza foi observada em 2022 e 2023 (164 e 166 espécies, respectivamente).

A menor riqueza observada em 2018 (127 espécies) e 2019 (128 espécies).

Tabela 3 - Numero de ocorréncias em cada filo registradas no Complexo Estuarino Sdo
Marcos entre 2018 e 2023.

Filo 2018 2019 2020 2021 2022 2023  Total
Heterokontophyta 164 203 141 189 240 250 1187
Chlorophyta 10 10 5 9 10 9 53
Cyanobacteria 8 8 6 8 10 11 51
Dinoflagellata 8 13 8 9 17 18 73
Euglenophyta 2 2 2 0 2 2 10
Ochrophyta 1 0 1 1 1 2 6
Rhodophyta 3 8 5 9 9 8 42
Mollusca 22 27 24 42 30 32 177
Annelida 6 6 4 7 9 7 39
Foraminifera 4 4 3 4 4 22
Arthropoda 45 31 42 50 40 42 250
Chaetognatha 3 4 3 3 1 3 17
Nematoda 2 3 3 0 1 0 9
Rotifera 1 1 3 3 4 2 14
Echinodermata 0 0 1 1 0 0 2
Ciliophora 3 0 0 2 2 4 11
Cnidaria 5 4 3 2 0 0 14
Bryozoa 0 0 1 3 4 4 12
Chordata 53 50 52 56 62 48 321
Total 340 374 307 397 446 446 2310

As curvas de acumulagdo de espécies evidenciaram padrdes distintos entre os cinco filos
analisados, com variacdes claras ao longo dos anos de amostragem (Figura 4). Em
Heterokontophyta, foi observado o aumento da riqueza estimada, especialmente a partir de
2021, quando as curvas passaram a se aproximar da assintota, embora ainda apresentem leve
tendéncia ascendente. Para Chordata, todas as curvas mantiveram crescimento suave e

continuo, sem indicacao de estabilizacdo, mesmo nos anos mais recentes. Em Mollusca, houve
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diferencas marcantes entre os anos analisados, enquanto 2020 e 2021 registraram as maiores
riquezas acumuladas, nenhum dos anos apresentou clara aproximacao da assintota, indicando
que o esfor¢co amostral ainda ndo foi suficiente para saturar a diversidade do grupo. Padrao
semelhante foi observado em Arthropoda, cujas curvas, embora apresentem declinio na

inclinagcao com o aumento do esfor¢o, nao estabilizam completamente.

Para o filo Dinoflagellata, os anos mais recentes (2022-2023) exibiram maior
diversidade registrada, mas todas as curvas permaneceram ascendentes. O grupo classificado
como “Outros”, inclui o restante dos 14 filos identificados e mostra incremento expressivo a
partir de 2020, com os anos 2022 e 2023 exibindo as maiores diversidades. As curvas
demonstram aproximacdo da assintota, mas nenhuma estabiliza completamente, sugerindo
potencial para que mais espécies possam ser adicionadas. De modo geral, apesar do incremento
de riqueza ao longo do periodo avaliado, nenhum dos filos atingiu a assintota, refor¢ando que

novas espécies podem ser adicionadas com maior esforgo amostral.
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Sazonalmente, a estacdo chuvosa apresentou a maior riqueza de espécies nos meses de
junho/2023 (127 espécies) e margo/2023 (123 espécies) e a menor em fevereiro/2018 (83
espécies) e maio/2018 (85 espécies). Por outro lado, os meses de dezembro/2022 (130 espécies)
e setembro/2022 (125 espécies) caracteristicos da estacdo seca obtiveram maior riqueza de

espécies, enquanto setembro/2018 (78 espécies) registrou o menor valor.

Um padrao de distribui¢do temporal e anual foi identificado a partir da analise de Cluster
(Figura 5). Esta andlise revelou a formagdo de 4 grupos principais (A, B, C e D) da

metacomunidade com nivel de similaridade de 69,23% (Pi=12,85; P=0,1).

O Cluster A incluiu amostras que estiveram sob menor influéncia da precipitagao
pluviométrica (julho a dezembro), com similaridade de 81,48%. Neste periodo as amostras
registraram maior salinidade (> 30), 4guas mais oxigenadas (> 6 mg. L) e altas concentra¢des
de nutrientes, em especial de fosfato em dezembro de 2018 (20,46 £2,28 mg. L) e 2019
(18,11£3,57 mg. L!). O filo Chaetognatha, Foraminifera e Cnidaria apresentaram ampla

ocorréncia neste periodo e estiveram presentes em todas as amostras.

Algumas espécies ocorreram somente no periodo de menor precipitacdo pluviométrica,
dentre elas a macroalga Bryopsis plumosa pertencentes ao filo Chlorophyta, o artropode
Penaeus schmitti, Apocyclops panamensis, os moluscos Protothaca pectorina, Exolaternula
spengleri, Sheldonella bisulcata, Fissurella clenchi, Echinolittorina ziczac, Littoraria
angulifera, os peixes Anableps anableps (Ordem Cyprinodontiformes), Polydactylus virginicus
(Carangaria/misc), Nebris micros (Ordem Eupercaria/misc) e as espécies de tubardo

Carcharhinus sp., Sphyrna tudes (ordem Carcharhiniformes).

Ja o Cluster B agrupou os meses como maior indice pluviométrico (fevereiro a maio), e
obteve similaridade de 85,71%. As amostras deste grupo apresentaram salinidade mais baixa
(<30), altas concentragdes de nitrato e volume pluviométrico superior ao esperado nos meses
de fevereiro e maio de 2018, margo de 2019 e mar¢o de 2021. O filo Cyanobacteria e
Chlorophyta apresentaram numero similar de espécies durante este periodo, além disso, os
dinoflagelados apresentaram um ligeiro decréscimo no ntimero de espécies quando comparado
aos demais grupos. Neste periodo algumas espécies ocorreram com exclusividade, dentre elas
os artropodes Ryloviella sp., e Oithona nana, os moluscos Tagelus plebeius, Vitta zebra,
Graptacme perlonga, Tectonatica sp., € Cyphoma sp., os peixes Echeneis naucrates (Ordem
Carangiformes), Anchoviella lepidentostole (Clupeiformes), Cetengraulis edentulus
lepidentostole (Clupeiformes), Elops saurus (Elopiformes), Pseudauchenipterus nodosus

(Siluriformes) e Aetobatus narinari (Myliobatiformes) e as espécies de fitoplancton
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Coscinodiscus concinnus, Neobrightwellia alternans, Campylosira cymbelliformis e

Hemiaulus chinensis e Euglena viridis.

O més de setembro do ano de 2018 formou um unico Cluster (C), e registrou menor
riqueza de espécies quando comparado aos demais grupos. Enquanto o Cluster D agrupou
principalmente os meses de 2021 a 2023 (margo, junho, setembro e dezembro), com
similaridade de 82,76%. Este grupo compreendeu um total de 77 amostras, que apresentaram
valores maximo de turbidez (> 400 NTU), menores valores na transparéncia da agua e
concentragdes de nitrato relativamente mais baixos (< 0,60 mg. L™"). Neste periodo a riqueza
de artrépodes e moluscos foi bem similar, além da baixa ocorréncia dos filos Echinodermata,

Chaetognatha, Nematoda e Cnidaria.
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3.3 p-diversidade em escala temporal

Calculamos a B-diversidade média entre pares para cada ano representado pela andlise
de agrupamento (escalas temporal). A varia¢do temporal na B-diversidade (3 Sor) entre os anos
do CESM sao comparadas na Figura 6a. Observamos uma tendéncia temporal crescente ao
longo dos anos, com altos niveis de B-diversidade total (> 0,55) entre os anos de 2018 e 2023

(0,46), 2018 € 2022 (0,43) e 2020 e 2023 (0,42) (Figura 6b).

A rotatividade de espécies (BSim) foi o principal fator responsavel pelas variagdes na
composicdo da comunidade. A substituicdo de espécies correspondeu a aproximadamente 90%
da B-diversidade total, enquanto o aninhamento (BNes) representou apenas 10%. Esses
resultados indicam que as diferencas observadas entre os periodos se devem mais a substituicao
de espécies do que a sua perda. Os resultados mostram um gradiente temporal, onde os anos de

2018, 2022 e 2023 possuem os maiores valores de B-diversidade.

a) Temporal profiles of B-diversity

b) Overall 3-diversity
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Figura 6 - Diversidade  taxonomica (BSor) particionada em componentes de substitui¢do (BSim) e
aninhamento (BNes), considerando a escala temporal do Complexo Estuarino de Sao Marcos (a) € a
biodiversidade geral (b). Mapa de calor da diversidade  comparando os grupos representados na
analise de agrupamento. As setas representam a substituicdo ao longo do gradiente temporal.

Considerando os periodos sazonais, o percentual de tdxons compartilhados foi de
71,68%. O maior numero de tdxons exclusivos (14,69%) foi encontrado durante o periodo
chuvoso. O filo com maior percentual de exclusividade foi Heterokontophyta (5,24%), seguido

por Arthropoda e Chordata, ambos com 2,80% cada.
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Temporalmente, o0 maior nimero de espécies exclusivas foi encontrado no ano de 2023
(23,46%), enquanto o menor em 2019 (6,17%). Entre as espécies compartilhadas entre os anos,
2022 e 2023 (64,88%) apresentaram 133 espécies em comum, obtendo maior percentual em
comparag¢do com os anos de 2018 e 2023 (39,02%), que registraram 80 espécies semelhantes.
O filos mais ricos entre espécies compartilhadas foram Heterokontophyta (47,33%), Chordata
(18,13%), Arthropoda (10,02%) e Mollusca (8,97%). Enquanto isso, os filos Echinodermata
(0,07%), Ciliophora (0,26%) e Bryozoa (0,26%) registraram a menor taxa de compartilhamento

entre os filos identificados.

4. Discussiao
4.1 Heterogeneidade ambiental sazonal e temporal

O Complexo Estuarino de Sao Marcos (CESM) apresentou um padrdo ambiental
dindmico e heterogéneo, influenciado principalmente pelas variagdes sazonais de precipitagdo
e salinidade. A andlise PERMANOVA indicou diferengas significativas entre os periodos
sazonais e temporais, enquanto a andlise de dispersio (PERMDISP) confirmou alta
heterogeneidade, especialmente durante a estagdo seca. Durante o periodo de estudo (2018-
2023), o regime climético foi considerado atipico. Nos anos de 2019 e 2020, a precipitagdo
superou 2.700 mm, o que pode ser explicado pela ocorréncia acentuada do fendmeno La Nifa.
Por sua vez, no ano de 2023, volumes inferiores foram registrados (cerca de 2.300 mm),
evidenciando a influéncia de eventos extremos de El Nifio, especificamente nos meses de
setembro e dezembro. Esse aumento no volume de chuvas foi relatado anteriormente em

estudos de Sa et al. (2022a) e Cavalcanti et al. (2023).

Nos ultimos anos, a intensificacdo da variabilidade climdtica, evidenciada por chuvas
irregulares e periodos prolongados de estiagem, tem acentuado as oscilacdes ambientais na
regido. Fendomenos associados as mudangas climaticas globais, como o aquecimento das dguas
superficiais, alteragdes nos regimes de vento e variagdes na descarga dos rios, contribuem
diretamente sobre o balanco hidrico e o gradiente salino dos estuarios (Duvall et al., 2022; Leal
Filho et al., 2022; Lee et al., 2025). No CESM, observa-se uma redu¢do gradual da precipitacao
média anual entre 2018 e 2023, que se alinha as tendéncias de ja descritas para a costa

amazonica (Pereira et al., 2013; Sa et al., 2025).

Os valores mais elevados de salinidade foram obtidos durante o regime de menor
precipitagdo pluviométrica, refletindo um padrdo tipico da zona costeira equatorial, que ¢
influenciada pelo balanco hidrico local com contribui¢des fluviais relevantes na estagao

chuvosa e intrusao da massa d'agua costeira na estagao seca (Santos et al., 2020; Cavalcanti et
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al.,, 2022). A regido registrou temperaturas elevadas, porém com intervalo esperado para
ambientes tropicais. A combinacdo entre a elevada turbidez, baixos teores de oxigénio
dissolvido e varia¢des na salinidade e no pH indicam um sistema aquatico sujeito a multiplos

estressores.

A dindmica observada nesses sistemas apresenta caracteristicas tipicas de ambientes
tropicais, nos quais o regime pluviométrico desempenha um papel fundamental na defini¢cao
das condi¢des ambientais e na estruturacdo das comunidades bioldgicas, como relatado em
estudos voltados para espécies de fitoplancton (Conceigao et al., 2021; Bharathi et al., 2022; Sa
etal., 2023), zooplancton (Magalhaes et al., 2015; Sanvicente-Aforve et al., 2022), macrofauna
bentonica (Mariano e Barros, 2014; Gomes e Bernadino, 2020) e peixes (Barletta et al., 2003;
Molina et al., 2020).

As concentracdes de nutrientes inorginicos apresentaram variagdes marcantes,
principalmente o fosfato, nitrato e ion amonio, que refletem tanto os processos naturais de
aporte de nutrientes quanto a influéncia antropica decorrente do langamento de efluentes
domésticos, agricolas e industriais. Esse padrao corrobora com estudos anteriores realizadas na
mesma regido, que indicam uma forte associa¢do entre a carga de nutrientes, o aporte
continental e a influéncia das atividades antropogénicas nas margens do estudrio (Oliveira et

al., 2019; Furtado et al., 2025; Cutrim et al., 2025).
4.2 Padroes de riqueza e composi¢ao das comunidades

Os resultados revelaram uma comunidade composta por 289 taxons distribuidas em 19
filos. A maior riqueza de espécies foi observada entre 2022 e 2023, periodo marcado por maior
heterogeneidade ambiental, com destaque durante a estagdo seca. Essa heterogeneidade parece
favorecer a coexisténcia de espécies com diferentes estratégias ecologicas, resultando em um
maior numero de tdxons observados. Em contrapartida, os anos de 2018 e 2019 foram marcados
por elevado volume de chuvas, maiores variacdes de salinidade e nas concentragdes de fosfato,
além da menor riqueza de espécies, sugerindo que os extremos climaticos e as oscilagdes

bruscas do regime hidrico reduzem a resiliéncia das comunidades.

A combinagdo de fatores estressantes como estiagens prolongadas, ondas intensas de
calor e deplegdo de oxigénio dissolvido, previstas em cenarios de mudanca climética, tendem a
exercer forte pressao sobre a fisiologia e distribui¢ao dos organismos aquaticos, resultando em
efeitos adversos (Todgham e Stillman, 2013; Tripathy et al., 2023; Rothig et al.,2023; Shunk et
al., 2024). No CESM, esses fatores nao parecem ter influenciado de forma significativa a
presenca e a auséncia de espécies. Contudo, ndo se pode descartar que o maior nlimero de tdxons

registrados esteja associado a curva de acumulagdo de espécies, a qual tende a aumentar
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gradualmente a medida que novas amostragens sdo realizadas, refletindo o acréscimo natural

de registros decorrente do esfor¢o amostral (Magurran, 2021).

No CESM as diatoméceas (Filo Heterokontophyta) foram as principais contribuintes da
comunidade fitoplanctonica, algo comum em outros ecossistemas estuarinos tropicais
(Saifullah et al., 2016; Cavalcanti et al., 2020; Oliveira et al., 2022). Essa predominancia esta
relacionada ndo apenas a diversidade do grupo, mas também a sua alta taxa de reproducao e a
ampla tolerdncia as variagdes de salinidade, além do rapido crescimento em ambientes
turbulentos e ricos em nutrientes (Aquino et al., 2015; Marafion et al., 2012; Mukherjee et al.,

2013).

Os filos mais representativos do reino Animalia foram Chordata, Arthropoda e
Mollusca, resultados semelhantes foram obtidos por Tosseto et al. (2022) ao avaliar a
biodiversidade do litoral Amazdnico. O conhecimento sobre a biodiversidade animal ¢
crescente para esses grupos, pois sao mundialmente estudados (Costello et al., 2017), contudo,
para regides Norte e Nordeste do Brasil ainda sdo necessarios mais trabalhos, em especial para

crustaceos (Boltovskoy et al., 2018) e peixes estuarinos (Silva et al., 2018).

Segundo Silva et al. (2018), o CESM apresenta riqueza de espécies inferior ao
encontrado em outros estuarios (Campos et al., 2010; Santos et al., 2015; Cattani et al., 2016).
Em seu estudo realizado entre 2011 e 2015, um total de 56 espécies foram documentadas. Ja
Carvalho-Neta e Castro (2008), identificaram na ilha dos Caranguejos, regido da Baia de Sao
Marcos a presenca de 32 espécies. Nesses estudos, as ordens Perciformes (familia Sciaenidae)
e Siluriformes (familia Ariidae) se destacaram como as mais representativas. Semelhantemente,
em nossos resultados as ordens Siluriformes (14 espécies) e Perciformes (12 espécies)

registraram a maior diversidade de espécies.

A predominancia de espécies nestas duas ordens (Perciformes e Siluriformes), apresenta
um padrio esperado para costa norte do Brasil (Chao et al., 2015; Dantas et al., 2016) devido a
tolerancia de espécies deste grupo a variagdes de salinidade. As familias Sciaenidae e Ariidae
exploram bem habitats estuarinos e sdo compostas por espécies generalistas que normalmente
habitam fundos moles arenosos-lama (Le Bail et al., 2000). Segundo Cervigon et al. (1992), os
sistemas estuarinos, apesar de apresentarem elevada diversidade, podem ser caracterizados pela
dominancia de determinadas espécies, refletindo a predominancia de alguns taxons em sua

composi¢ao.

A distribui¢do de organismos bentdnicos costuma ser influenciada principalmente pela
salinidade (Ysebart et al., 2003). A diversidade de moluscos tende pode ser modificada

mediante variacdes na salinidade, devido a biologia desses organismos. Algumas espécies de
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moluscos apresentam sensibilidade as variacdes de salinidade, a espécie Littoraria angulifera
¢ considerada estenohalina (Ortiz e Blanco, 2012), enquanto Stramonita brasiliensis costuma a

ser tolerante as variagdes de salinidade (Veiga et al., 2016).

Nossos resultados revelaram a ocorréncia de 34 espécies de moluscos, sendo que S.
brasiliensis ocorreu em ambos os periodos sazonais, e algumas espécies ocorreram
preferencialmente durante a estiagem. Rodrigues et al. (2016), registrou 21 espécies estudando
dois igarapés localizados na regido do CESM, sendo que a maior abundancia foi obtida na
estacao chuvosa, exceto pelo més de setembro (estacdo seca). Tais resultados sugerem que as
populagdes de moluscos crescem sazonalmente apos periodos de chuvas fortes. Conforme
observado em nosso estudo, os meses de chuva intensa, como marco, revelaram um bom
percentual no nimero de espécies obtidas. Algumas das coletas realizadas em setembro e
dezembro também apresentaram resultados positivos. Provavelmente, isso estd relacionado ao
fato de que dezembro ¢ um més de transi¢cao, marcado pelo inicio de chuvas esporadicas que
antecedem a esta¢ao chuvosa. Além disso, algumas coletas realizadas em setembro ocorreram
no inicio do més, apds chuvas atipicas em agosto. Cabe destacar que, comunidades estuarinas
apresentam baixa diversidade devido a dominancia de algumas espécies geralmente resistentes
a situagdes estressantes e com alta adaptabilidade ecofisioldgica a variagcdes na salinidade, com
isso tendem a apresentar baixo nimero de espécies e alto nimero de individuos (Dajoz, 1972;

Chung, 2001; Aviz et al., 2012).

Assim como os moluscos, algumas espécies de artropodes também apresentam
limitagdes quanto a variagcdes de parametros ambientais. Larvas de C. vittatus nao toleram
baixas salinidades e por esse motivo as fémeas ovigeras migram para regides mais estaveis e
com maior teor de salinidade (Sampaio et al., 2009). De fato, C. vittatus esteve ausente no
zooplancton, porém foi observado a ocorréncia da espécie na analise da bentdnica,
corroborando com os resultados de Sousa et al. (2015). Segundo Almeida et al. (2010),
organismos adultos podem ser encontrados em ambientes com salinidade variando entre 10 e

38, sendo encontrados em estuarios, associados ao fundo de lama e areia.
4.3 p-diversidade, efeitos dos fatores ambientais e implicacoes ecologicas

A B-diversidade obtida no CESM revelou que a substituicdo de espécies (BSim) foi o
principal componente responsavel pela variacao total da comunidade. Esse resultado sugere que
as alteracdes na composi¢do sao impulsionadas predominantemente por rotatividade de
espécies, € ndo pela perda de diversidade local. Estudos tém demonstrado que em sistemas
aquaticos sujeitos a variacdes ambientais, a estrutura das comunidades costuma se reorganizar

(Menegotto et al., 2019; Pawluk et al., 2022). O aumento na substituicao de espécies registrada
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entre 2022 e 2023 coincidiu com periodos de alta heterogeneidade e anomalias climaticas
locais, com a ocorréncia de El Nifio nesse periodo. Esse padrdo indica que as mudancas
climaticas regionais podem estar acelerando os processos de substituicdo e alterando as
interacdes ecoldgicas. Conforme Cavalcanti-Lima et al. (2023), o regime climatico da costa
amazonica exerce influéncia predominante sobre as interagdes eco-hidrolédgicas, incluindo a 8-

diversidade, mesmo em pequenas escalas geograficas.

Nos anos iniciais, especialmente durante o periodo de maior precipitagdo caracterizado
por La Nifa, houve aumento na ocorréncia de cianobactérias e cloroficeas, associado também
a valores elevados de turbidez e a alta carga de nutrientes. Diversos estudos apontam que
cianobactérias e outros grupos oportunistas tendem a se intensificar em momentos de elevada
turbidez e enriquecimento nutricional, sobretudo quando esses eventos estdo associados a
chuvas intensas e a desequilibrios ambientais (Reynolds, 2006; Paerl e Otten, 2013; Sommer et
al., 2012). Alteragdes na composi¢ao da comunidade fitoplanctonica podem modificar
fortemente o fluxo de energia para os niveis troficos superiores, resultando em consequéncias

diretas para a produtividade de todo o ecossistema (Cloern e Dufford, 2005).

Santos Sa et al. (2025), ao estudarem a comunidade fitoplanctonica do CESM,
observaram que, ap6s eventos extremos de El Nifio, ocorre o crescimento rapido de espécies
menores e mixotroficas, favorecendo taxons oportunistas, alguns deles potencialmente nocivos,
enquanto a reducdo de diatomaceas e dinoflagelados de maior porte compromete a transferéncia

de energia para os niveis troficos superiores.

O copépode Oithona nana, ocorreu em exclusividade durante o periodo de maior
precipitacdo pluviométrica no CESM. Essa espécie apresenta grande capacidade em tolerar
amplas variagdes de salinidade, inclusive durante periodos de intensa descarga fluvial, como
ocorre nos meses chuvosos, quando a salinidade em sistemas estuarinos tende a cair (Magouz
etal., 2021; Huanacuni et al., 2021). Além disso, sua ampla flexibilidade alimentar, evidenciada
pelo uso de diferentes microalgas como fonte de recurso, favorece o desenvolvimento da
espécie em momentos de intensificacdo do aporte de nutrientes e aumento da biomassa
fitoplanctdnica, caracteristicas recorrentes em eventos de precipitacdo elevada e escoamento

superficial (Huanacuni et al., 2021).

A interagdo entre mudancas climaticas e pressOes antropicas gera um estresse
cumulativo que pode acelerar os processos de degradacdo e comprometer a resiliéncia dos
ecossistemas (Borja et al., 2024; Setter et al., 2022). A compreensdo de interagdes bidticas em
uma macroescala em regides tropicais e temperadas necessitam de mais estudos para serem

melhor entendidas (Heino et al., 2020; Saarinen; Candolin, 2020). No entanto, os resultados
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aqui obtidos, sugerem que a substituicao de espécies observada pode também representar um
mecanismo de resiliéncia adaptativa, onde substituicdo continua de tdxons pode manter fungdes

ecoldgicas essenciais mesmo sob perturbagdes intensas (Yachi e Loreau, 1999; Loreau et al.,

2001).

5. Conclusao

O estudo evidenciou que a dindmica ambiental do CESM influencia diretamente a
estrutura e a distribui¢do da biodiversidade local. As variagdes de salinidade, turbidez, oxigénio
dissolvido e nutrientes inorganicos destacaram-se como os principais fatores moduladores da
composi¢do e diversidade dos taxons ao longo do tempo. Os resultados indicaram elevada
heterogeneidade ambiental, associada a variacdes sazonais e temporais, intensificadas por
eventos climaticos e pressdes antropicas. A substituicdo de espécies foi o principal mecanismo
responsavel pela variacdo da [-diversidade, refletindo a reorganizacdo continua das
comunidades frente as mudancas ambientais. Os anos de 2022 e 2023 apresentaram maior
heterogeneidade e riqueza de espécies, sugerindo que periodos de maior variabilidade
favorecem a coexisténcia de diferentes grupos taxondmicos. Grupos como diatomadceas,
organismos bentonicos e peixes ocorreram ao longo de todo o ano, possivelmente devido a sua
tolerancia as variacdes de salinidade e as cargas de nutrientes. Contudo, a auséncia de
estabilizacdo nas curvas de acumulagdo indica que o esfor¢o amostral ainda ndo contemplou
toda a diversidade do sistema. Assim, os resultados refor¢gam que a biodiversidade do CESM ¢
fortemente condicionada pela interagdo entre fatores hidrologicos, climaticos e antropicos,

destacando a importancia do monitoramento continuo em ambientes estuarinos amazonicos.
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Resumo

O Complexo Estuarino de S3o Marcos (CESM), representa uma area de alta relevancia
ecoldgica e socioecondmica, localizado na Zona Costeira Amazonica (ZCA), embora
submetida a intensas pressoes antropicas. Diante desse cenario, técnicas sensiveis como o DNA
ambiental (eDNA), tornam-se essenciais para aprimorar o monitoramento da biodiversidade.
Neste estudo, avaliamos a eficiéncia do eDNA em amostras de 4gua e sedimento para
caracterizar a diversidade local. O resultados revelaram sequéncias recuperadas para os
dominios Archaea, Bacteria e Eukaryota, com registro de 39 filos eucarioticos. Entre eles,
grupos mais abundantes em niumero de sequéncias como fitoplancton como Heterokontophyta,
Dinoflagellata e Chlorophyta, fungos (Ascomycota e Basidiomycota) e bactérias
(Proteobacteria e Planctomycetes), além como metazoarios representados por Arthropoda,
Mollusca, Chordata e Annelida. O marcador 18S apresentou maior rendimento e capturou
ampla diversidade de microeucariotos, enquanto o COI, embora menos especifico, contribuiu
para a detec¢do de metazoarios, refor¢ando que abordagens que dois ou mais marcadores sao
mais adequadas para caracterizar comunidades complexas. A andlise temporal revelou
variagoes sazonais e diferencas entre os anos amostrados, indicando que a dindmica ambiental
estuarina influencia diretamente a composicao e a deteccao dos grupos bioldgicos. Mesmo com
limitagdes relacionadas aos ambientes costeiros tropicais os resultados evidenciam que o eDNA
¢ uma ferramenta eficaz e promissora para o monitoramento do CESM. A técnica ampliou o
registro de grupos pouco detectaveis por métodos tradicionais, oferecendo alternativas

relevantes para avaliagdes ambientais e estratégias de monitoramento.
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The Sao Marcos Estuarine Complex (SMEC) represents an area of high ecological and
socioeconomic relevance, located in the Amazon Coastal Zone (ACZ), although subjected to
intense anthropogenic pressures. Given this scenario, sensitive techniques such as
environmental DNA (eDNA) become essential to improve biodiversity monitoring. In this
study, we evaluated the efficiency of eDNA in water and sediment samples to characterize local
diversity. The recovered results revealed sequences for the Archaea, Bacteria, and Eukaryota
domains, with records from 39 eukaryotic phyla. Among them, the most abundant groups in
terms of sequence number include phytoplankton such as Heterokontophyta, Dinoflagellata,
and Chlorophyta, fungi (Ascomycota and Basidiomycota) and bacteria (Proteobacteria and
Planctomycetes), as well as metazoans represented by Arthropoda, Mollusca, Chordata, and
Annelida. The 18S marker showed higher yield and captured a wide diversity of
microeukaryotes, while COI, although less specific, contributed to the detection of metazoans,
reinforcing that approaches using two or more markers are more specific for characterizing
complex communities. Temporal analysis revealed seasonal variations and differences between
the sampled years, indicating that the estuarine environmental dynamics directly influence the
composition and detection of biological groups. Even with limitations related to tropical coastal
environments, the results show that eDNA is an effective and promising tool for monitoring the
SMEC. The technique expanded the recording of groups that are difficult to detect by traditional
methods, offering relevant alternatives for environmental assessments and monitoring

strategies.

Keywords: Biodiversity; environmental monitoring; Seasonal variation; Estuarine complex;

Environmental monitoring

1. Introduciao

As regides estuarinas constituem zonas de transi¢ao essenciais entre ambientes de dgua
doce e marinha, exercendo papel fundamental na conectividade ecoldgica e no fluxo de energia
e nutrientes (Zhang et al., 2021). Sdo ecossistemas altamente produtivos, que fornecem
importantes servigos ecologicos, como a ciclagem de nutrientes, o suporte trofico e a oferta de

habitats para diversas espécies-chave (Chapman e Wang, 2001; Arevalo et al., 2023).

As atividades humanas, como a industrializacdo, o uso de recursos naturais € o

crescimento urbano, exercem fortes pressdes sobre os ecossistemas estuarinos, resultando em
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perda de habitat, alteragdes ambientais e contaminacao (Lécuyer et al., 2024). Em escala global,
observa-se o aumento dessas pressdes sobre a biodiversidade, mesmo em éreas legalmente
protegidas, como parques nacionais, que continuam vulneraveis a perturbacdes (Lockwood et
al., 2015; Hoegh-Guldberg et al., 2019). O Brasil, quinto maior pais do mundo e o principal
entre as nacoes megadiversas (Mittermeier et al., 2005), concentra entre 15% e 20% de toda a
biodiversidade global (CDB, 2022) e possui um dos maiores sistemas de areas protegidas do

planeta (Roque et al., 2018).

A estimativa global sugere a existéncia de aproximadamente 8,7 milhdes de espécies
eucaridticas, das quais cerca de 2,2 milhdes habitam os oceanos. Apesar dessa expressiva
diversidade, grande parte ainda permanece desconhecida (Mora et al., 2011). A proporcao de
taxons ainda ndo descritos varia amplamente entre os diferentes grupos, podendo alcangar

valores estimados entre 24% e 98%, conforme o grupo taxondomico considerado (Leray e

Knowlton, 2016).

A conservagdo de uma parcela significativa e suficiente da biodiversidade e dos
processos ecoldgicos ¢ uma prioridade global urgente, visando um mundo sustentavel
(Georgian et al., 2022; Leadley et al., 2022). Assim, para mitigar essas ameagas, ¢ fundamental
adotar estratégias de monitoramento que considerem a biodiversidade e a dindmica ecoldgica
dos ecossistemas. Contudo, um dos principais desafios enfrentados pelos gestores ambientais ¢
identificar e mitigar os impactos das atividades antropicas nos ambientes costeiros (Suzzy et
al., 2023). Adicionalmente, ¢ evidente a necessidade de desenvolver ferramentas eficientes,
capazes de atuar como indicadores precisos e confidveis da qualidade dos ecossistemas,
fornecendo subsidios cientificos s6lidos para a tomada de decisdes em gestdo ambiental (Clark

et al., 2015; Suzzy et al., 2023).

O DNA ambiental (¢éDNA) surge como uma ferramenta eficiente para o levantamento
da biodiversidade em éreas vulneraveis. O eDNA, material genético liberado pelos organismos
no ambiente (Hansen et al., 2018; Kim et al., 2025) tem sido bastante empregado como
ferramenta para a deteccdo e identificacdo de espécies, identificando em uma unica amostra
ambiental multiplas linhagens (Taberlet et al. 2012). Essa técnica possibilita a deteccdo de
espécies sem a necessidade de captura fisica, evitando a perturbagdo dos habitats e minimizando
impactos sobre espécies vulneraveis (Shen et al., 2022; Yao et al., 2022). H4 um potencial
crescente para que os dados obtidos por meio da detecgdo de eDNA metabarcoding sejam
aplicados de forma mais abrangente, contribuindo para a tomada de decisdes em sistemas
estuarinos, muitos dos quais demandam novas ferramentas de monitoramento capazes de apoiar

o enfrentamento de desafios complexos de gestdao (Cloern et al., 2016a). Apesar desse potencial


https://www.sciencedirect.com/org/science/article/pii/S1314283624000848#B10824144

88
reconhecido, essas ferramentas requerem validacao adicional, particularmente em ecossistemas

complexos e dinamicos como estuarios (Suzzy et al., 2023).

A Zona Costeira Amazodnica (ZCA) constitui um ambiente de elevada diversidade
biologica e alta produtividade, representando mais de um ter¢o de toda a costa brasileira (Souza
Filho, 2005). Essa regido abriga uma das maiores extensoes continuas de manguezais do planeta
(Kjerfve et al., 2002), além de inimeros estudrios, entre eles o do proprio rio Amazonas. Dentre
os diversos sistemas associados, destaca-se o Complexo Estuarino de Sdo Marcos (CESM),
caracterizado pela intensa atividade humana, que inclui a presenca de um dos maiores terminais
de transporte maritimo do Brasil (Amaral e Alfredini, 2010). Nos ultimos anos, o CESM tem
apresentado um quadro de contaminagdo continua, decorrente principalmente do langamento
de esgotos domésticos e agricolas, do uso de agrotoxicos e do descarte de residuos industriais
(Carvalho-Neta et al., 2012; Rodrigues et al., 2016; Oliveira et al., 2019; Jesus et al., 2020;
Pinheiro-Sousa et al., 2021; Cutrim et al., 2025; Furtado et al., 2025). Neste estudo, testamos a
sensibilidade da técnica de DNA ambiental (eDNA) em amostras de dgua e sedimento para a
identificacdo da diversidade bioldgica na regido de estudo, bem como padronizamos uma
metodologia que contemple as etapas de coleta, armazenamento e extracdo de eDNA

provenientes de ambientes estuarinos altamente dinamicos.

2. Metodologia
2.1 Area de estudo

O Complexo Estuarino de Sdo Marcos (CESM) esta localizado na zona de transi¢ao
entre o clima amazonico e o semiarido brasileiro, na costa norte do Brasil (Amaral e Alfredini,
2010; Lima et al., 2021) (Figura 1). Possui o canal mais profundo, largo e extenso do pais, se
destacando como um importante corredor natural de exportagdo da regido geoeconomicamente
estratégica da Amazdnia Oriental, que abriga um dos principais complexos portudrios do Brasil.
Esse sistema, composto pelos portos de Itaqui, Ponta da Madeira e ALUMAR, ¢ o segundo
maior da América Latina e figura entre os mais importantes centros de movimentagdo de carga
do mundo (Samaritano et al., 2013; ANTAQ — Agéncia Nacional de Transportes Aquaviarios,
2025).

O clima na regido ¢ caracterizado como tropical quente e imido, com uma estagao
chuvosa prolongada e de forte intensidade. Os indices pluviométricos se mantém elevados ao
longo do ano, com totais anuais que geralmente ultrapassam os 2.000 mm, um padrao tipico
para o litoral amazonico. A estagdo chuvosa ocorre entre janeiro € junho, com o periodo de

fevereiro a maio concentrando cerca de 70% da precipitagao anual, registrando temperatura do
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ar média proxima de 26,8 °C. A estacao seca se estende de julho a dezembro e registra os
menores volumes de chuva, especialmente entre setembro e novembro, quando as médias

mensais ficam em torno de 20 mm e temperaturas do ar acima de 27 °C (Pereira et al., 2016).
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Figura 1 - Mapa da area de estudo e dos pontos de amostragem no Complexo Estuarino de Séo
Marcos (CESM).

2.2 Amostragem em campo

Para a coleta de eDNA, quatro locais de amostragem foram definidos, onde foram
realizadas campanhas trimestrais entre 2020 e 2022 durante o periodo chuvoso e de estiagem.
Um total de 14 amostras, sendo 12 de agua e 2 de sedimentos, foram enviadas para
sequenciamento [llumina de eDNA metabarcoding dos marcadores mitocondriais 18S e

citocromo oxidase I (COI).

As amostras de dgua foram obtidas com o auxilio de uma garrafa de Van Dorn, e para
cada estacdo foram coletados 3 L de 4gua na camada superficial e fundo. Em laboratorio, as
amostras foram filtradas usando membrana de nitrato de celulose lisa 0,45um e bomba a vacuo.
A padronizagdo da quantidade de 4dgua filtrada foi estabelecida a partir da quantidade necessaria
para promover o entupimento do filtro. A fim de evitar possiveis contaminagdes, uma amostra
controle foi utilizada tanto nas etapas de campo quanto nas analises laboratoriais. Apo6s filtrados

os filtros foram armazenados em freezer a uma temperatura de -80 °C até uso posterior.

Além das amostras de dgua, também foram coletadas em cada uma das quatro estagdes

amostras de sedimento, para tal foi utilizado uma draga do tipo busca fundo. Com uma espatula
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esterilizada foram retiradas subamostras de 20 g que foram armazenadas em sacos plasticos

estéreis e mantidos no gelo a -80 °C.

2.3 Extragado e Sequenciamento de eDNA

O DNA gendmico das amostras de agua e de sedimento foi extraido utilizando o kit de
isolamento DNeasy PowerSoil Pro (QIAGEN), seguindo os procedimentos padrio do
fabricante, que inclui etapas de lise mecanica, remocao de inibidores, purificagdo em coluna de
silica e eluicdo final do DNA. Os procedimentos foram ajustados para se adequar as
caracteristicas das amostras. A quantidade e a qualidade do DNA foram verificadas em
duplicata por meio do espectrofotdmetro NanoDrop e do fluorometro Qubit 2.0 (Thermo Fisher

Scientific).

Para o processo de amplificagdo, as amostras de DNA foram previamente avaliadas
quanto a concentracdo e pureza por espectrofotometria (Nanodrop). Em seguida, amostras com
baixa qualidade foram submetidas a purificagdo com esferas magnéticas para remogdo de
inibidores comuns em matrizes ambientais. A partir das amostras obtidas, dois marcadores
genéticos, o rRNA nuclear 18S e a subunidade I da citocromo oxidase mitocondrial (COI),

foram amplificados.

Os primers forward fwhF2 (5'-GGDACWGGWTGAACWGTWTAYCCHCC-3') e
reverse fwhR2n (5'-GTRATWGCHCCDGCTARWACWGG-3") foram empregados para a
amplificagdo de COI, utilizando o marcador curto proposto por Vamos et al. (2017), que
apresentava maior eficiéncia para DNA ambiental degradado. Para o dominio Eukaryota, a
regido V9 do gene 18S rRNA foi amplificada com os primers 1391F (5 -
GTACACACCGCCCGTC-3) e EukB (5§ -TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC-3) (Amaral-
Zettler et al., 2009). Todas as reagdes incluiram controles negativos para verificar possiveis

contaminagoes.

A preparacao seguiu o protocolo padrao de duas etapas da plataforma Illumina. Na
primeira PCR, foram amplificados os fragmentos alvo com primers contendo sequéncias pré-
adaptadoras. Na segunda PCR, foram adicionados os adaptadores P5 e P7 e indices especificos
(barcodes), permitindo a identificagdo individual das amostras apds o sequenciamento. Os
produtos amplificados foram purificados com esferas magnéticas, quantificados e normalizados

antes de serem reunidos em um pool unico.

O pool final foi quantificado por qPCR (KAPA Library Quantification Kit), ajustado
para 2 nM e sequenciado na plataforma Illumina iSeq 100 com kit de 300 ciclos (2 x 150 bp).
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Uma aliquota de PhiX (30%) foi adicionada como controle interno de qualidade e para aumentar

a diversidade da biblioteca.
2.4 Andlise Bioinformatica

As andlises bioinformaticas foram conduzidas em trés etapas principais: (1) pré-
processamento dos dados brutos, (2) filtragem e (3) identificagdo taxonomica dos ASVs. A

demultiplexacao foi realizada automaticamente pela plataforma Illumina iSeq®.

Na primeira etapa, a qualidade das sequéncias brutas foi avaliada com o software
FastQC (Andrews, 2010). Em seguida, os relatérios gerados foram reunidos por meio do
MultiQC, o que possibilitou uma visualizagdo comparativa da qualidade entre as amostras

(Ewels et al., 2016).

Na segunda etapa, os primers foram removidos em todas as orientagdes (direta, reversa
e complemento reverso) utilizando o Cutadapt 4.0 em ambiente Python 3.9.12, com o pacote
dada2 no R (Martin, 2011; Callahan et al., 2016; R Core Team, 2023). A qualidade das
sequéncias foi inspecionada graficamente, e as extremidades com qualidade inferior a uma
pontuacao Phred 30 foram cortadas. A filtragem e o aparo das sequéncias foram realizados com
a funcao filter And Trim (dada2), permitindo até dois erros esperados nas leituras diretas e
quatro nas reversas, numero maior devido a menor qualidade destas ultimas. Leituras com
menos de 50 pb foram descartadas, pois ndo permitem identificacdo taxonOmica confiavel.
Artefatos de PCR, conhecidos como sequéncias quiméricas, foram detectados e removidos com
a funcdo remove Bimera Denovo. Os demais parametros foram mantidos como padrido. As
leituras diretas e reversas de cox1 foram posteriormente unidas com a fun¢do merge Pairs,

admitindo até uma incompatibilidade entre os pares.

Na terceira etapa, as variantes de sequéncia de amplicon (ASVs) foram inferidas e
classificadas taxonomicamente com a fungdo assign Taxonomy do DADA2 (Callahan et al.,
2016), utilizando o banco de dados SILVA v132 (Quast et al., 2012; Yilmaz et al., 2014), para
os dados provenientes de 18S, conforme disponivel em Morien e Parfrey (2018) e o banco de
dados Barcode of Life Data Systems (BOLD), para COI. Por fim, o conjunto de dados foi
filtrado para remover ASVs sem identificagdo nos niveis de Reino e Filo. Todos os scripts

utilizados estdo disponiveis em <https://github.com/jessicovsky>.
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3. Resultados

3.1 Quantidade e Qualidade das sequéncias

As andlises de qualidade realizadas com FastQC e MultiQC indicaram variagdo
consideravel na qualidade das leituras entre amostras, anos e marcadores. Foram obtidas
5.398.220 leituras brutas por sequenciamento Illumina MiSeq, referentes a um total de 14
amostras, das quais 5.243.492 sdo provenientes das amostras de dgua e 154.728 das amostras
de sedimento. Os resultados indicaram que o marcador 18S apresentou um niimero maior de
leituras em comparagdo ao marcador COI, tanto em agua quanto em sedimento. A Tabela 1
resume a distribuicdo de tamanho das sequéncias, nimero de reads por amostra e diferengas
entre marcadores ¢ tipos de amostra. As amostras de menor (*) e maior qualidade (**) estao

destacadas com asteriscos.

Tabela 1 - Tipo de amostra, marcador sequenciado, comprimento das sequéncias (pares de base - bp) e
numero de reads em cada amostra obtida no Complexo Estuarino de Sdo Marcos.

Tipo de N° da 18S CoI
amostra amostra bp Numero de reads bp Numero de reads
EM157 07 | 35-151* 1271%* 35-151 5701
EM157 08 35-151 1289 35-151 21453
EM157 09 35-151 1390 35-151 10084
EM157 10 35-151 409255 35-151 11565
EM157 11 40-151 382770 35-151 305289
Agua EM157 12 | 41-151 419433 35-151 271005
EM157 13 35-151 1962 35-151% 1557*
EM157 14 | 35-151%*%* 441458** 35-151 253690
EM157 15 35-151 325277 35-151** 347008**
EM157 16 35-151 325164 35-151 6742
EM157 17 35-151 387914 35-151 34281
EM157 18 35-151 352719 35-151 192878
) EM157 19 35-151 350036 35-151 6203
Sedimento =
EM157 20 36-151 382301 35-151 148525

Quanto a espacialidade, o ponto amostral localizado em uma regido de menor influéncia
antropica registrou o maior nimero de leituras para ambos os marcadores, sendo que durante a
estacdo chuvosa (junho/2021), o marcador 18S contabilizou 441.458 sequéncias, enquanto no

periodo seco (setembro/2021) o marcador COI registrou 347.008 sequéncias.

Com base nas informagdes prévias obtidas, ¢ possivel inferir que amostras com mais
tempo entre a coleta e o sequenciamento, aqui consideradas amostras “mais antigas” (2020),

apresentam baixa qualidade considerando niimero de sequéncias por amostra e a qualidade
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média de cada base, de acordo com o Phred score. O Phred score mede a probabilidade de que
uma determinada base nitrogenada no sequenciamento esteja incorreta. Bases com qualidade
acima de 28 sdo consideradas de boa qualidade, entre 20 e 28 sdo de qualidade intermediaria, e
abaixo de 20 sdo consideradas de baixa qualidade, as quais foram removidas das analises

posteriores.

3.2 Atribuicdo taxonomica

Com base nos resultados obtidos por meio do marcador 18S e do banco de dados
SILVA, 13.684 sequéncias foram detectadas (Figura 2). Destas, aproximadamente 93%
(12.689) foram identificadas em algum nivel taxondmico, enquanto 7% (995) ndo obtiveram
atribuicao definida por serem inconclusivas (NA). As sequéncias detectadas foram distribuidas

entre os dominios Archaea (575), Bacteria (6.435) e Eukaryota (5.680).

Em relagdo ao marcador COI, utilizamos o banco de dados Barcode of Life Data
Systems (BOLD). No total, recuperamos 878 sequéncias, das quais aproximadamente 70%
(611) foram identificadas, no minimo, at¢ o nivel de dominio, enquanto 30% (267)
permaneceram sem atribui¢do taxonomica. Para esse marcador, todas as sequéncias obtidas

corresponderam exclusivamente ao dominio Eukaryota.

7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000

Bacteria Eukaryota Archaea

Figura 2 - Numero de sequéncias obtidas utilizando os marcadores 18S e COI para cada dominio
identificado.

Dentre as amostras identificadas, aproximadamente 4,52% foram representadas pelo
dominio Archaea, que abrangeu cinco filos, sendo o mais abundante Euryarchaeota, com 259
sequéncias, seguido por Nanoarchaeota (110 sequéncias) e Thaumarchaeota (101 sequéncias).

No geral, 8 classes, 6 ordens e 5 familias foram identificadas. Dentre as familias mais
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abundantes, destaca-se Nitrosopumilaceae com 100 sequéncias obtidas, as demais contribuiram

com menos de 3 sequéncias, ou se restringiram a classe e ordem.

Quanto as bactérias, identificadas em 50,71% das sequéncias, 22 filos foram registrados,
sendo os mais abundantes Proteobacteria (2.854 sequéncias) e Planctomycetes (1380
sequéncias), Verrucomicrobia (198 sequéncias) e Acidobacteria (192 sequéncias). Nesse
dominio, foram identificadas 3 classes, 50 ordens e 80 familias. Dentre as proteobacterias, uma
quantidade considerada de sequéncias chegou até nivel de género e espécie, dentre elas os

géneros Candidatus, Desulfatiglans, Desulfurivibrio, Coxiella e Haliangium se destacaram.

Em relacdo aos eucariotos (44,76% das sequéncias), aproximadamente 39 filos foram
registrados, incluindo espécimes pertencentes aos reinos Chromista, Fungi, Protozoa, Plantae e
Animalia (Tabela 2). Os filos mais abundantes foram representados, em sua maioria, por
microalgas pertencentes a Heterokontophyta (833 sequéncias), Dinoflagellata (360),
Chlorophyta (121) e Euglenozoa (120).

Em relagdo as microalgas detectadas, as diatomaceas (classe Diatomea) foram as mais
abundantes, com destaque para os géneros Cyclotella, Coscinodiscus ¢ Gyrosigma, muito
comuns em ambientes sob influéncia marinha e estuarina. Além disso, foi registrada a presenca
de géneros potencialmente nocivos, como Skeletonema, e toxicos, como Pseudo-nitzschia. Os
dinoflagelados (classe Dinophyceae) também representaram um numero expressivo de
sequéncias, com destaque para os géneros Paragymnodinium, Protoperidinium e Neoceratium.
Além disso, houve o registro de sequéncias para os géneros Noctiluca, Alexandrium e

Scrippsiella, até entdo sem registro para regido, sendo este Ultimo criptogénico.

Os filos Arthropoda, Mollusca, Chordata e Annelida também apresentaram sequéncias
registradas (Tabela 2). No entanto, a identificagdo se restringiu apenas até¢ a ordem para
artropodes e moluscos, até a classe para vertebrados e até a familia para anelideos. Entre as
classes observadas, destacam-se Maxillopoda (ordem Harpacticoida), Bivalvia (ordem
Ostreoida), Actinopterygii e Polychaeta (familias Paraonidae e Orbiniidae). As cinco classes
recuperadas para Arthropoda foram Arachnida, Insecta, Malacostraca, Maxillopoda e
Nassophorea, com destaque para Maxillopoda, que apresentou o maior nimero de sequéncias
obtidas. Além disso, foram identificadas sequéncias dos filos Ciliophora, Cnidaria e Nematoda,

além de amebas pertencentes ao filo Cercozoa.

Quanto aos resultados obtidos para o marcador COI, foram recuperadas sequéncias
pertencentes a apenas trés filos. Arthropoda apresentou o maior nimero de sequéncias,
superando os valores observados para o marcador 18S (Tabela 2). Os filos Cnidaria e Mollusca

mostraram baixa representatividade, com apenas duas ou uma sequéncia registrada. Para
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Cnidaria e Arthropoda, a identificagdo alcancou somente o nivel de ordem, enquanto em

Mollusca foi possivel chegar até espécie, sendo esta do género Biomphalaria.

Tabela 2 - Principais grupos identificados através dos marcadores 18S e COI por meio de DNA

metabarcoding.
Primer Reads Reino Filo Classe Ordem Familia Género

1380 Bacteria Planctomycetes 3 6 8 11

2854 Proteobacteria 3 46 65 69

833 Heterokontophyta 6 11 15 46

360 Chromista Dinoflagellata 2 4 9 33

121 Chlorophyta 7 10 10 17

120 Protozoa Euglenozoa 2 2 4 2

18S 97 ) Ascomycota 5 9 17 10

Fungi 1

118 Basidiomycota 8 14 12 10

47 Annelida 2 7 2 -

84 Arthropoda 5 4 - -

37 Animalia Cnidaria 3 6 - -

42 Mollusca 2 6 - -

54 Vertebrata 4 1 - -

321 Arthropoda 2 1 - -

COlI 2 Animalia Cnidaria 2 1 - -
1 Mollusca 1 1 1 1

3.3 Dinamica sazonal da biodiversidade

Uma visualizagdo da composi¢do da comunidade do CESM foi obtida a partir da
identificacdo taxondmica nos niveis de ordem e familia, representada pelos graficos de barras
empilhadas. A Figura 3a apresenta os resultados obtidos para o marcador 18S nas amostras de
agua referentes a estacdo chuvosa, evidenciando que a maior contagem geral de leituras
correspondeu a microrganismos, com destaque para os organismos fitoplanctonicos
pertencentes as ordens Coscinodiscales, Peridiniales e Gymnodiniales. Bacillariophytina
(subfilo) apresentou o maior abundancia relativa, em razao da grande quantidade de ordens

associadas (12 ordens), optamos por utilizar essa classificacao.

Em relagdo a Bacillariophytina, observamos variagdo entre 20,00% (julho/2020) e
52,38% (mar¢o/2021) da riqueza de espécies recuperada em todas as campanhas. A ordem
Peridiniales variou entre 12,79% (julho/2022) e 20,00% (julho/2020). Dentro dessas ordens, as
familias mais representativas foram Stephanodiscaceae (33%) e Protoperidiniaceae (33%). As
ordens Coscinodiscales ¢ Gymnodiniales ndo foram registradas em 2020 (Figura 3b). J4 em
2021, Gymnodiniales apresentou 11,43% das leituras em junho, enquanto Coscinodiscales,

ausente nesse més, alcangou 8,33% em margo.
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A figura também apresenta a presenca de moluscos (Mytiloida e Ostreoida), artropodes
(Calanoida e Cyclopoida) e cnidarios (Actiniaria), além de outros grupos com menor

representatividade.

As ordens Ostreoida e Calanoida foram registradas ao longo de todo o estudo. Ostreoida
variou entre 1,19% (marco/2021) e 20,00% (julho/2020), enquanto Calanoida apresentou
20,00% em julho/2020. Para esses grupos, a classificagdo taxondmica pdde ser realizada apenas
até o nivel de ordem. Poliquetas da ordem Eunicida foram exclusivos de 2021, enquanto
Spionida foi registrado em 2021 e 2022. A ordem de cnidario Actiniaria também esteve ausente
em 2020, porém registradas em 2021 e 2022. Para todos esses taxons, o nivel mais baixo de

identificacdo também foi o de ordem.

A ordem Anguilliformes foi exclusiva em mar¢o/2021 contribuindo com cerca de 0,60%
das sequencias obtidas. Nao foi possivel registrar familias para esse grupo, contudo, entre as
sequéncias obtidas destaca-se registros para classes como Chondrichthyes e Mammalia. A
representatividade das familias Gymnodiniaceae, Pyrophacaceae, Thoracosphaeraceae,
Chaetocerotaceae, Coscinodiscaceae, Rhizosoleniaceae, Euglenaceae e Parabodonidae foi
semelhante, com registros apenas em 2021 e 2022 (Figura 3b). Fungos da familia

Aspergillaceae também ocorreram nesses dois anos, variando entre 9,68% e 13,89%.

De modo geral, o ano de 2020 apresentou a menor diversidade de grupos. Alguns tdxons
nao foram registrados nesse periodo, enquanto outros se destacaram, como ilustrado na Figura

3.



97

a) = Bacillariophytina
= Coscinodiscales
= Gymnodiniales

Myoida

o I W

' m Ostreoida
Calanoida

o R [ o

= Eunicida

2022

2021

H Spionida

Euglenales

0% 20% 40% 60% 80% 1009 " Anguilliformes

2020

b

p—

m Stephanodiscaceae

= Ustilaginaceae

iul ' ' = Malasseziaceae
u
J = Suessiaceae

= Gymnodiniaceae

2022

Pyrophacaceae
| _ _ Th oracosph I
jun
m Chaetocerotaceae

m Coscinodiscaceae

2021

» Rhizosoleniaceae
m Fibrocapsaceae
mar
: = Euglenaceae
Trypanosomatida

= Aspergillaceae
m Dipodascaceae
Heterocapsaceae
0% 20% 40% 60% 80% 100% Protoperidiniaceae

2020

Figura 3 - Grafico de barras empilhadas representando o nimero de sequéncias 18S lidas em relagdo a
abundancia relativa (%) de A) ordens e B) familias por amostras de eDNA no periodo chuvoso.

Na estacdo seca, as ordens Coscinodiscales, Peridiniales e Gymnodiniales, pertencentes
ao subfilo Bacillariophytina, permaneceram como os grupos mais representativos (Figura 4a).
Bacillariophytina variou entre 50,00% (setembro/2021) e 67,81% (dezembro/2021), mantendo-
se frequente ao longo de todo o periodo amostrado. Peridiniales registrou percentuais entre
8,62% (setembro/2020) e 20,77% (setembro/2021), sendo o segundo grupo mais abundante.
Entre as familias mais representativas destacaram-se Stephanodiscaceae, com 14,29%
(setembro/2021), Coscinodiscaceae (11,48%) e Protoperidiniaceae, com 7,14%
(setembro/2021) (Figura 4b). Essas familias ocorreram em todas as amostras da estacdo seca,

comportamento distinto daquele observado na esta¢do chuvosa. A familia de dinoflagelados
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Gymnodiniaceae alcancou 4,92% das leituras em julho/2020 e ocorreu em todas as amostras,

j& Protoperidiniaceae ndo foi registrada em julho/2022, embora tenha alcangado 7,14% em

setembro/2021.

Algumas familias da comunidade fitoplanctonica exibiram maior abundancia na estagao
seca em comparagdo ao periodo chuvoso, como Pleurosigmataceae e Thalassiosiraceae, que
ocorreram em todas as amostras e atingiram seus maiores percentuais em setembro/2020

(8,20%) e julho/2020 (8,20%), respectivamente.

As ordens Myoida (0,57% - 1,54%) e Mytiloida (0,57% - 0,77%) ocorreram em todas
as campanhas, com menor representatividade em setembro/2020 e maior em setembro/2021.
Nesse mesmo intervalo, Ostreoida exibiu seu menor percentual em setembro/2021 (0,77%) e o
maior em dezembro/2022 (1,52%). Calanoida e Cyclopoida apresentaram percentuais inferiores
aos observados na estacdo chuvosa. Calanoida variou de 0,51% (dezembro/2022) a 1,15%
(setembro/2020) e ndo ocorreu em dezembro/2021. Cyclopoida manteve-se presente em todas

as amostras, variando de 0,57% (setembro/2020) a 1,37% (dezembro/2021).

As ordens de poliquetas Sabellida e Terebellida foram exclusivas da estacao seca,
registradas apenas em dezembro/2022, ambas com contribui¢do de 1,02%. Nesse periodo,
também foi possivel identificar a ocorréncia da familia Orbiniidae. Eunicida variou entre 0,57%
(setembro/2020) e 1,02% (dezembro/2022), enquanto Spionida ocorreu em todas as amostras,
com percentuais entre 0,57% (setembro/2020) e 1,37% (dezembro/2021). Actiniaria, ordem
pertencente ao filo Cnidaria, variou entre 1,02% (dezembro/2022) e 2,31% (setembro/2021), e
ndo ocorreu em dezembro/2021. Para esse grupo, assim como para os demais antozoarios

registrados, ndo foi possivel avangar para niveis taxondomicos mais especificos.

A ordem Trypanosomatida apresentou maior abundéancia na estagdo seca, variando entre
4,92% (setembro/2020) e 24,24% (dezembro/2021). Debaryomycetaceae nao ocorreu em
dezembro/2022, enquanto Heterocapsaceae e Rhizosoleniaceae estiveram ausentes em
dezembro/2021. Aspergillaceae ocorreu ao longo de todo o periodo, variando entre 3,61%

(dezembro/2022) e 11,90% (setembro/2021).

A ordem Anguilliformes, registrada na estacdo chuvosa apenas em marc¢o/2021, ocorreu
em todas as amostras do periodo seco, variando entre 0,51% (dezembro/2022) e 0,77%
(setembro/2021). Além disso, o numero de sequéncias recuperadas para a classe

Chondrichthyes aumentou, principalmente no ano de 2022.

A comparacdo entre as estagdes revela maior recuperagdo de leituras e, maior riqueza

de espécies na estacdo seca. Nesse periodo de baixa precipitagdo pluviométrica, algumas
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familias ausentes na estacdo chuvosa foram registradas, enquanto grupos inicialmente

identificados apenas ao nivel de ordem puderam ser definidos até familia.
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Figura 4 - Grafico de barras empilhadas representando o nimero de sequéncias 18S lidas em relagdo a
abundancia relativa (%) de A) ordens e B) familias por amostras de eDNA no periodo seco.

A anélise do marcador 18S nos sedimentos recuperou sequéncias pertencentes a apenas
16 filos, totalizando aproximadamente 2.571 sequéncias (Figura 5). A maior parte das leituras
correspondeu ao dominio Bacteria, que representou cerca de 82% do total. Em contraste, as
sequéncias atribuidas a Eukaryota somaram apenas 13%, evidenciando baixa

representatividade desse dominio no material sedimentar.

Entre os Eucariotos, varias ordens apareceram em baixa abundancia relativa.

Thalassiophysales concentrou a maior propor¢do de sequéncias (38,89%), seguida por



100

Thalassiosirales, Ostreoida, Calanoida e Capitellida, cada uma com 8,33%. Ordens como
Stephanodiscales e Fragilariales registraram 5,56%, enquanto Cymatosirales, Coscinodiscales,

Myoida, Caenogastropoda, Mytiloida e Cyclopoida apresentaram 2,78% cada.

Foram identificadas cerca de 20 familias, com maior riqueza concentrada entre os
organismos fitoplanctonicos. Entre as familias detectadas destacam-se Bacillariophyceae,
Stephanodiscaceae, Thalassiosiraceae, Cymatosiraceae, Coscinodiscaceae, Hemidiscaceae,
Protoperidiniaceae, Kryptoperidiniaceae e Prorocentraceae. Apesar do reduzido numero de
sequéncias depositadas para esses grupos, eles apresentaram maior diversidade taxondmica em
comparagao aos demais taxons. Os representantes do reino Animalia foram registrados apenas

até o nivel de ordem.

Esses valores refletem uma composi¢ao taxondmica dominada por poucos grupos e
indicam que a comunidade eucaridtica registrada no sedimento possui baixa diversidade e

distribuicdo desigual entre as ordens identificadas.

Capitellida
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Cyclopoida
Mytiloida
Caenogastropoda
Myoida

Ostreoida
Coscinodiscales
Fragilariales
Cymatosirales
Thalassiosirales
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Thalassiophysales
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Figura 5 - Grafico de barras representando o nimero de sequéncias 18S lidas em relagdo a abundancia
relativa (%) de ordens por amostras de eDNA no sedimento.

Os resultados obtidos para o marcador COI na estagdo chuvosa mostraram a presenca
de apenas dois filos (Arthropoda e Cnidaria). Os artropodes concentraram a maior parte das
sequéncias, variando entre 13 registros em junho/ 2021 e 47 em julho/2020 (Figura 6). As
ordens Podocopida, Leptothecata e Actiniaria se destacaram entre os organismos identificados

nesse periodo.

Na estagdo seca, as amostras recuperaram sequéncias dos filos Arthropoda e Mollusca,

sem qualquer registro de cnidarios. Setembro/2020 e dezembro/2022 apresentaram os menores
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valores de ocorréncia, enquanto dezembro/2021 registrou o maior nimero de sequéncias. As

ordens detectadas nesse periodo corresponderam a Podocopida e Basommatophora.

Nas amostras de sedimento, apenas Arthropoda apareceu entre os taxons identificados,

totalizando 58 sequéncias. A ordem Podocopida foi a tnica registrada.
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Figura 6 - Representacdo do nimero de sequéncias de COI lidas em relagdo a abundancia relativa (%)
de filos em amostras de eDNA na agua e sedimentos.

A Tabela 3 reune parte dos géneros e espécies de organismos fitoplanctonicos
registrados no estudo. Como esse grupo apresentou o maior volume de informag¢des ao longo
das andlises, optamos por destacar na tabela alguns dos tdxons mais representativos
pertencentes aos filos Heterokontophyta, Dinoflagellata, Chlorophyta e Euglenozoa. Esses
registros ilustram a diversidade taxonomica do fitoplancton no CESM e refor¢gam a importancia

desse grupo na dindmica ecologica local.

Tabela 3 - Espécies de microalgas identificadas nas amostras de eDNA na agua e sedimentos.

Taxons identificados - eDNA

Achnanthes sp Psammodictyon panduriformis Pyrodinium sp
Amphora sp Stephanocyclus meneghinianus Aduncodinium sp
Asterionellopsis glacialis Leptocylindrus danicus Amphidiniopsis sp
Bacillaria paxillifer Nitzschia longissima Archaeperidinium
Cylindrotheca sp Bacteriastrum hyalinum Durinskia sp
Gyrosigma sp Thalassionema nitzschioides ~ Protoperidinium sp
Haslea sp Thalassiosira rotula Roscoffia sp
Pleurosigma sp Trieres chinensis Scrippsiella sp
Pseudo-nitzschia sp Paraphysomonas sp Stoeckeria sp

Arcocellulus sp Synura sp Noctiluca sp



Chaetoceros lorenzianns
Cyclotella sp
Discostella sp
Ditylum brightwellii
Eucampia sp
Lithodesmium sp
Mediopyxis sp
Minidiscus sp
Minutocellus sp
Odontella sp
Planktoniella sp
Skeletonema costatum
Toxarium sp
Triceratium sp
Actinocyclus sp
Actinoptychus sp
Coscinodiscus sp
Grammonema sp
Melosira nummuloides
Aulacoseira sp
Hyalodiscus sp
Guinardia sp
Pseudosolenia sp
Rhizosolenia sp

Mallomonas sp
Oxyphysis sp
Sinophysis sp
Amphidinium sp
Ptychodiscus sp
Gymnoxanthella sp
Gyrodiniellum sp
Nusuttodinium sp
Paragymnodinium sp
Polykrikos sp
Warnowia sp
Woloszynskia sp
Akashiwo sp
Protodinium sp
Pelagodinium sp
Biecheleria sp
Symbiodinium sp
Alexandrium sp
Amphidoma sp
Heterodinium sp
Lingulodinium sp
Neoceratium sp
Tripos fusus
Prorocentrum micans
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Pseudochattonella sp
Pteridomonas sp
Pedinella sp
Bolidomonas sp
Fibrocapsa sp
Haramonas sp
Heterosigma sp
Tetraselmis sp
Colemanosphaera sp
Platydorina sp
Desmodesmus sp
Mamiella sp
Micromonas sp
Ostreococcus sp
Nephroselmis
Polyblepharides
Prasinoderma sp
Pycnococcus sp
Micractinium sp
Oocystella sp
Picochlorum sp
Euglena viridis

4. Discussao

4.1 Fatores que influenciam na quantidade e qualidade das sequéncias

O DNA ambiental surge como uma alternativa promissora aos métodos tradicionais de

avalia¢do da biodiversidade baseados em caracteristicas morfoldgicas, permitindo a detec¢ao
de taxons raros ou criticos e auxiliando no biomonitoramento de multiplas comunidades
(Zhang, 2019; Wang et al., 2023; Pochon et al., 2025). Contudo, estudos realizados em
ambientes complexos e altamente dindmicos ainda sdo escassos, mesmo se tratando de areas
que sofrem fortes impactos (Suzzi et al., 2023). Este trabalho € o primeiro a empregar a técnica
de metabarcoding com dois marcadores para investigar a composi¢ao e a diversidade da

comunidade eucaridtica em um complexo portuario na Costa Amazdnica Brasileira.

Os resultados obtidos para o CESM, evidenciaram grande variagdo na qualidade e no
numero de leituras entre amostras, marcadores ¢ anos de coleta. Conforme observado, as
sequéncias geradas em 2020 apresentaram os menores valores de sequéncias (reads) e os piores
escores de qualidade, comportamento esperado para amostras submetidas a maior tempo de
armazenamento e, mais suscetiveis a degradacdo do DNA. J& as campanhas de 2021 e 2022

exibiram desempenho superior, sugerindo que a integridade do material genético influencia
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diretamente a eficiéncia das etapas de amplificagao e sequenciamento. A degradacdo do DNA
ambiental se inicia logo ap6s sua liberagdo no meio, e esse processo continua depois da coleta.
Fatores como atrito mecanico, atividade de microrganismos produtores de nucleases, reagoes

quimicas espontaneas ¢ a exposicao a radiagdo UV aceleram esse desgaste (Thomsen et al.,

2012a, b; Allan et al., 2020).

Ambientes altamente dinAmicos, como estuarios, aceleram a fragmentagcdo do material
genético e reduzem a integridade dos fragmentos recuperados. Estudos destacam que a elevada
turbidez dos ambientes estuarinos compromete a eficiéncia das etapas de captura e detecgao de
eDNA. A presenca intensa de particulas em suspensao e matéria organica aumenta a quantidade
de inibidores que se ligam ao DNA ou interferem diretamente na PCR, reduzindo a
sensibilidade da deteccao (Williams et al., 2017; Nagarajan et al., 2022; Holmes et al., 2024).
O CESM apresenta turbidez elevada, conforme descrito em trabalhos de Cavalcanti et al.
(2018), Queiroz et al. (2022) e Furtado et al. (2025), podendo ultrapassar valores superiores a
300 UNT, principalmente na esta¢do chuvosa, periodo em que tivemos um menor numero de

sequéncias recuperadas.

Durante o processo de coleta, a etapa inicial para a obtencao de amostras de eDNA ¢
fundamental para garantir bons resultados posteriormente. Entre os métodos utilizados para
essa captura, a filtragdo e a precipitagdo com etanol sdo os mais comuns (Ficetola et al., 2008;
Jerde et al., 2011). Embora ambos sejam eficazes, diversos estudos apontam que a filtracao
recupera maiores quantidades de eDNA, além de permitir o processamento de volumes maiores
de 4gua, o que a torna mais vantajosa em comparac¢ao ao método de precipitacdo, que € limitado
pelo volume que pode ser manejado (Turner et al., 2014; Deiner et al., 2015; Eichmiller et al.,
2016). Em nosso estudo utilizamos o método de filtracao, onde o maior volume de dgua possivel
foi passado pelo filtro. Em alguns casos, o entupimento dos poros ocorreu por volta de 750 mL,

nesses casos foi realizada a troca do filtro para que a filtracdo pudesse continuar.

Estudos de Dell’Anno et al. (2015) e Jeunen et al. (2019) mostram que, a0 comparar
dois kits comerciais, como o DNeasy Blood & Tissue e o DNeasy PowerSoil, o primeiro tende
a apresentar maior concentracdo de DNA. Apesar disso, o0 DNeasy PowerSoil continua sendo
amplamente utilizado, pois possui alta eficiéncia na remoc¢do de inibidores presentes nas
amostras, especialmente em sedimentos, o que resulta em DNA de elevada pureza e adequado
para diferentes tipos de andlise. Vale ressaltar que a qualidade do DNA extraido pode ser mais
importante do que a quantidade, j4 que a PCR requer apenas uma pequena quantidade de

material (Loos e Nijland, 2020)
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O uso de pipelines atuais, como o0 DADA2, ajuda a minimizar erros € outros aspectos
gerados durante o sequenciamento, embora aplique filtros bastante restritivos que reduzem o
numero de variantes mantidas (Callahan et al., 2016). Nesse sentido, os resultados encontrados
neste estudo corroboram com a literatura, indicando que a interagdo entre caracteristicas do
ambiente, escolha do marcador e protocolo laboratorial determina tanto o volume quanto a

qualidade das sequéncias que efetivamente avangam para a interpretacio ecoldgica.

4.2 Aplicagao dos marcadores 18S e COI na estimativa da biodiversidade

O marcador 18S apresentou maior amplitude taxondmica e maior nimero de sequéncias
em comparacdo ao gene mitocondrial Citocromo Oxidase I (COI). O 18S apresenta regides de
ligacdo mais conservadas, o que facilita a amplificagdo de um conjunto maior de grupos,
incluindo microalgas, fungos e metazoarios (Clarke et al., 2017; Liu e Zhang, 2021; Zhao et al.,
2021). Em nossos resultados, os microrganismos concentraram a maior parte das sequéncias
recuperadas, incluindo registros com identificacdo detalhada até os niveis de género e espécie.
Os grupos fitoplanctonicos, como diatomaceas e dinoflagelados, além de fungos e bactérias,
apresentaram ampla cobertura e contribuiram de forma expressiva para a caracterizacao da

comunidade.

Abordagens moleculares baseadas no gene nuclear 18S rRNA vém sendo amplamente
utilizadas para descrever a diversidade e a composi¢do de comunidades de eucariotos
unicelulares em diferentes niveis taxondmicos, incluindo familia, género e, em alguns casos,
espécie. Estudos recentes demonstram a eficiéncia desse marcador na resolucao de grupos do
fitoplancton, por exemplo (Banerji et al., 2018; Liu et al., 2021; Xu et al., 2023; Chen et al.,
2025).

O COlI, por sua vez, apresentou uso mais restrito € recuperagdo de poucos clados, em
sua maioria de artropodes. O COI tem sido frequentemente citado como o marcador mais
comum para identificar metazoarios. Ele oferece boa resolugdo para muitas espécies animais, 0
que explica sua ampla adocdo em estudos de diversidade (Hebert et al., 2003; Leray e
Knowlton, 2015; Turanov et al., 2024). Apesar disso, suas limitagdes estdo sendo discutidas no
contexto do metabarcoding (Deagle et al., 2014). A principal dificuldade se refere ao
desenvolvimento de primers realmente universais para esse gene (Geller et al., 2013) ja que o
COl, por ser codificador, apresenta alta variacao a cada e trés bases de nucleotideo reduzindo a
presenca de regides de ligacdo conservadas (Hebert et al., 2003). As consequéncias incluem

perda de taxons durante a amplificacdo e reducdo da representatividade da comunidade
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amostrada, o que tem motivado criticas a sua adequagdo como marcador unico em

metabarcoding (Leray et al., 2013; Deagle et al., 2014).

O gene COI localiza-se na mitocondria, enquanto o 18S rRNA pertence ao ntcleo, essa
diferenca pode influenciar a quantidade de DNA disponivel para deteccdo (Patin et al., 2025).
McCauley et al. (2024) destacam ainda que o DNA nuclear tende a permanecer por mais tempo
no ambiente, possivelmente devido a maior resisténcia estrutural de sua membrana, o que pode

favorecer sua recuperagdo em analises de eDNA.

Uma revisao de literatura realizado por Loos e Nijland (2020), revelou que mais de 50%
de estudos realizados utilizam o marcador 18S, enquanto menos de 30% usam COI, justamente
porque 18S tem regides mais conservadas e permite melhor cobertura. Os autores destacam
ainda que cerca de 75% dos trabalhos revisados trabalham com apenas um marcador, enquanto
18% utilizados dois e somente 7% aplicaram mais de dois. Portanto, fazer uso de mais de um
marcador, rende resultados mais confidveis do que apenas um. Quando combinamos
marcadores evolutivamente independentes, podemos minimizar falsos negativos e obter uma
maior cobertura taxonomica (Alberdi et al., 2018; Leite et al., 2021). Assim, em nossos
resultados, o 18S se mostrou mais sensivel para detectar a diversidade microbiana e

microeucariotica, enquanto o COI contribuiu para recuperar grupos especificos de metazoarios.

Embora o gene 18S rRNA nido ofereca o mesmo nivel de resolugdo especifica que o
COlI, ele se destaca por fornecer informagdes em niveis taxondmicos mais amplos. Para estudos
que ndo exigem identificagdo em nivel de espécie, o 18S atende bem aos objetivos (Zhao et al.,
2021). Como a objetivo deste trabalho foi caracterizar a biodiversidade de forma ampla, o

marcador mostrou-se adequado.
4.3 Caracterizacgdo da biodiversidade e sazonalidade

A biodiversidade do CESM descrita através da técnica de DNA metabarcoding, permitiu
a identificacdo de aproximadamente 39 filos de eucariotos, 22 filos de bactérias e 5 filos de
arqueias. Embora, o nimero de sequéncias obtidas tenha sido inferior ao registrado em outros
estudos realizados em ambientes aquaticos (Suzzi et al., 2023; Emami-Khoyi et al., 2025). Em
nossas analises, tanto as amostras de dgua quanto as de sedimento mostraram predominancia
de grupos microbianos e fitoplanctonicos, enquanto os metazodrios apareceram em proporgoes
menores. Foi observado maior quantidade de sequéncias para filos de bactérias, como
Proteobacteria e Actinobacteria, e predominancia de Dinophyta e Heterokontophyta para o
fitoplancton, padrao semelhante ao descrito por (Zhang et al., 2020). Além disso, foi verificado

a presenca dos filos Basidiomycota e Ascomycota entre os fungos. Djurhuus et al. (2020),
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também registraram uma expressiva quantidade de sequéncias para microalgas e

microrganismos em amostras de 4gua marinha.

Em amostras de sedimentos, Suzzi et al. (2023), registraram sequéncias para
diatomaceas, dinoflagelados e algas. Além de diversas familias pertencentes aos filos Annelida,
Cnidaria, Arthropoda e outros. O DNA associado aos sedimentos tende a permanecer no
ambiente por periodos mais longos (Turner et al., 2015) tornando-se, assim, uma fonte util para
detectar espécies mesmo fora de seus periodos de atividade. Cabe destacar que, em nossos
resultados a quantidade de sequéncias recuperadas nos sedimentos, foi consideravelmente
inferior as obtidas na agua, porém a quantidade das amostras foi menor e isso reflete no valor

total obtido.

Em relacdo aos organismos fitoplanctonicos, mais de 90 géneros foram identificados,
incluindo tdxons amplamente reportados para a regido, como Coscinodiscus, Actinoptychus,
Cyclotella, Odontella, Skeletonema, Rhizosolenia e Chaetoceros. Esses géneros, além de terem
sido identificados em nossos resultados por meio das metodologias classicas de microscopia e
taxonomia, também foram registrados em estudos anteriores (Cavalcanti et al., 2018; Queiroz
et al., 2022; Furtado et al., 2025). No CESM, esse grupo tem sido amplamente investigado
devido a sua grande relevancia como sensivel indicador das condi¢des ambientais. O
fitoplancton atua como o principal produtor primario dos ambientes aquaticos e exerce forte
influéncia sobre a dindmica e a disponibilidade de recursos para os demais organismos que a

teia trofica (Scholz et al., 2017; Chen et al., 2021).

Sequéncias de espécies potencialmente nocivas, como Noctiluca, Alexandrium e
Heterocapsa, também foram registrados. A espécie Noctiluca scintillans, por exemplo, podem
liberar fitotoxinas durante eventos de floracdo, o que leva a mortalidade de peixes e diversos
invertebrados marinhos (Kopuz et al., 2014). O género Alexandrium inclui varias espécies
produtoras de toxinas que causam intoxicagdes por mariscos € impactos pesqueiros (Castrec et
al., 2021; Rolton et al., 2022), enquanto Heterocapsa pode afetar o desenvolvimento e taxa de
sobrevivéncia de larvas de moluscos (Matsuyama e Oda, 2020; Basti et al., 2021). Além disso,
foram obtidas sequéncias de Scrippsiella, género considerado criptogénico, e até o momento,

nunca registrado em estudos realizados na area de estudo.

Nossos resultados mostram que houve recuperacdo de sequéncias para filos como
Arthropoda, Mollusca, Chordata e Annelida além de outros, embora em alguns casos a
identificacdo ndo tenha chegado a niveis taxondmicos mais especificos, como género ou
espécie. A detecgdo de DNA ambiental em organismos eucariotos como metazoarios, costuma

ser limitada ao material genético presente em secregdes, larvas ou células que ja estdo em
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processo de decomposicao. Esse tipo de DNA aparece em concentragdes bem menores quando
comparado ao eDNA produzido por procariotos e microeucariotos (Turner et al., 2014; Stat et

al., 2017).

O uso de diferentes bases de dados de referéncia pode gerar variagdes na identificagao
taxondmica (Zhao et al., 2021). No nosso estudo, optamos pelas bases SILVA e BOLD como
referéncia para as sequéncias de rRNA 18S e COI, respectivamente. A base SILVA ¢ mais
indicada para obteng¢do de sequéncias de 18S, oferecendo um nivel de detalhamento taxondmico
mais refinado do que a base do NCBI (Lindeque et al., 2013). J4 o BOLD, foca em codigos de
barras COI, reunindo atualmente mais de 4 milhdes de sequéncias associadas a mais de 5

milhdes de espécies (Wangensteen et al., 2018).

A técnica de metabarcoding também tem se mostrado capaz de revelar padroes sazonais
bem definidos em diferentes grupos bioldgicos, inclusive daqueles que raramente sdo
detectados por abordagens tradicionais (Banerji et al., 2018). No CESM, observamos que a
composicao da biodiversidade varia entre as estagdes e entre os anos, refletindo a dindmica
ambiental tipica de ecossistemas estuarinos. Algumas sequéncias apresentaram distribui¢do
mais concentrada em determinado periodo e para grupos especificos, indicando que certos
taxons respondem de forma mais sensivel as mudangas hidroldgicas, como variagdes de

salinidade e regimes de chuva.

O presente estudo ¢ o primeiro a utilizar DNA ambiental (eDNA) para identificar
diferentes grupos taxonomicos no CESM. Nossos resultados sugerem que o nimero de
sequéncias obtidas através de rDNA 18S fornece respostas mais eficientes sobre a
caracterizacdo da biodiversidade do que marcadores mitocondriais, porém isso deve ser

confirmado e investigado aliando adicionando outros marcadores.

5. Conclusoes

O uso da técnica de DNA metabarcoding no Complexo Estuarino de Sdo Marcos
demonstrou que a técnica ¢ aplicavel e sensivel para revelar a biodiversidade local, mesmo em
um ambiente marcado pela alta turbidez, dinamica hidrolégica intensa e elevada carga de
material particulado, fatores que podem comprometer a qualidade e integridade do eDNA
analisado. Apesar das limitagdes associadas a degradacido do DNA, ao tempo de
armazenamento das amostras e as diferengas entre os marcadores utilizados, os dados obtidos
permitiram caracterizar a diversidade de diversos grupos. O marcador 18S recuperou a maior

parte das sequéncias e forneceu uma visdo abrangente da comunidade, especialmente voltado

para grupos de microrganismos e organismos fitoplanctonicos. Ja o COI, embora menos
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abrangente, contribuiu para registrar grupos especificos de metazoarios e complementar a
caracterizacdo da comunidade. Esses resultados mostram que a combinacao entre diferentes
marcadores aumenta a cobertura taxondmica. A metodologia aplicada as amostras de agua e
sedimento conseguiu identificar variagcdes sazonais e diferengas entre os anos analisados. Esses
resultados reforgam a sensibilidade do eDNA para detectar alteragdes ambientais e biologicas
ao longo do tempo, evidenciando seu potencial como ferramenta de monitoramento em
ecossistemas altamente dindmicos. Mesmo diante dos desafios relacionados ao ambiente
marinho e estuarino, o estudo mostra que a técnica € viavel, eficiente e promissora para a regiao,
oferecendo uma perspectiva inovadora para o0 monitoramento da biodiversidade e ampliando o
potencial de detec¢do de organismos que dificilmente seriam registrados por métodos

tradicionais.
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Abstract

Inserted in a region known as the Amazon Macrotidal Mangrove Coast (AMMC), the Sao
Marcos Estuarine Complex (SMEC) has presented a scenario of continuous contamination
caused mainly by the discharge of domestic, agricultural, and port sewage. Therefore, this study
aims to be the first to determine the trophic state of SMEC, assess the ecological status of the
phytoplankton community, and apply additive models to investigate the main environmental
parameters that drive phytoplankton. Collections were carried out during the dry season
(September and December/2018) and the rainy season (March and June/2019). Seasonal
influence on environmental and biological factors was observed, especially those used to
classify water quality. Based on the Multimetric Trophic Index (TRIX), SMEC was classified
as eutrophic, and the general nutritional status of phytoplankton revealed that the system was
predominantly nitrogen-limited. The phytoplankton community was dominated by diatoms,
with emphasis on the presence of potentially harmful species such as Pseudo-nitzschia
pungens, Coscinodiscus centralis, Thalassiosira subtilis and Skeletonema costatum, which can
cause ecological and economic losses in the environment. Such species contributed to the low
diversity and moderate richness. Hydrological variables such as temperature, salinity, and

turbidity, in addition to nutrients, especially nitrate and phosphate, were the main parameters
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controlling phytoplankton structure and abundance, revealing an indicator community well
adapted to local conditions. Overall, the integrated study of trophic and ecological indices in
the SMEC appeared to be sensitive to changes in water quality, being an efficient tool to indicate

the current scenario of this environment.

Keywords: Eutrophication; Trophic index; Phytoplankton; Ecology; Sao Marcos estuarine

complex
1 Introduction

Estuaries are highly dynamic environments acting as interface zones between the
continents and oceans (Kumar et al., 2020; Sweet et al., 2022). These ecosystems are highly
productive and function as biological filters, breeding areas, nurseries, and development of
several species. Additionally, tropical estuaries are among the most valuable environments on
the planet due to quantity and quality of ecosystem services which they provide (e.g., food
production, services of regulation and maintenance) (Cavalcanti et al., 2020; Zapata et al.,
2018). As a result, they present socio-economic importance for harbor activities, fishing and

recreational activities (Franzen et al., 2023; Rodrigues et al., 2020).

Despite the above, they are subject to natural processes such as changes in climatic
conditions, besides the ones caused by human beings such as the disposal of wastewater that
can cause variations in physicochemical parameters, changes in nutrient balance, and the
structure of biological communities (Rodrigues et al., 2020; Statham, 2012). Pollution caused
by high levels of nutrients such as N and P has become one of the most common problems in
aquatic environments. Excess nutrients cause the rapid growth of macrophytes and harmful
algal species that can lead to environmental problems such as dissolved oxygen depletion, loss
of biodiversity, increase in particulate and dissolved organic matter, and release of CO

(Berthold et al., 2018; Cereja et al., 2022; Morelli et al., 2018).

Multimeric trophic indices and models serve as valuable tools for assessing the trophic
status of an ecosystem and identifying potential deterioration. Their application has been
recommended by the Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Environmental
Protection (GESAMP) (Moncheva et al., 2001). Thus, these metrics are considered important
tools for assessing the degree of human influence in estuarine and coastal environments

(Rodrigues et al., 2020; Torres Franco et al., 2019).

In this context, the multimetric trophic index (TRIX) has been systematically applied to
determine the trophic status of estuaries worldwide (Andricevic et al., 2021; Anguiano-Cuevas

et al., 2015; Cereja et al., 2022; Suteja et al., 2021). While the number of works carried out in
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estuarine and coastal waters in Brazil has grown continuously (Alves et al., 2013; Paula Filho
et al., 2020; Silva et al., 2022; Tavares et al., 2014), studies focused on the Amazon coast are
still scarce (Cavalcanti et al., 2022b; Mourao et al., 2020), especially those that associate the
trophic state of the water with the detection of Harmful Algal Blooms (HABs) in the coastal
region, the works described generally are concentrated in lacustrine environments (Bonfim et

al. 2019; Pineda et al., 2024).

HBAs species refer to toxic and harmful algal species, which can cause mortality of
organisms, human poisoning, and considerable changes in marine ecosystems (He et al., 2021;
Lassus et al., 2016; Mozeti€ et al., 2019). Eutrophication and harmful algal overgrowth are two
environmental issues facing global coastal regions (Damar et al., 2020; Golubkov et al., 2021;
Holt et al., 2016). In recent years, this concern has intensified due to increased nutrient loads
from human activity and climate change. These factors combined further exacerbate the
negative impacts of human actions (Doney et al., 2012; Golubkov et al., 2021; Teutschbein et
al., 2017).

Additionally, the diversity of the phytoplankton community has been an important
ecological tool in the assessment of trophic conditions and stability of aquatic environments
(Fuhrman et al., 2015), where high diversity values generally indicate a healthy ecosystem,
while low values reflect critical pollution conditions (Manna et al., 2010). The integration of
hydrological and ecological aspects and human intervention as a new scientific approach
provide significant information for water management and conservation of aquatic systems

(Cavalcanti et al., 2022a; Chicharo et al., 2009; Wolanski and Elliott, 2015).

In this way, the application of aquatic tools and methods contributes to identifying
possible sources of pollution, representing a crucial tool in supporting the planning and
management of coastal and maritime regions affected by human activities (Dodds and Smith,

2016; Mahmoud et al., 2020; Morsy et al., 2022).

Located on the eastern sector of the Amazon Coast, the Sio Marcos Estuarine Complex
(SMEC) is home to a significant port complex of international renown. With the title of the
largest cargo complex in Latin America, SMEC also plays a vital role in capturing fishing
resources in the region. In recent years, SMEC presents a scenario of continuous contamination
mainly caused by the release of domestic and agricultural sewage, pesticides, and industrial
waste, as reported by Carvalho-Neta et al. (2012), Jesus et al. (2020), Neta et al. (2016) and
Pinheiro-Sousa et al. (2021). However, no studies have been reported on the application of
TRIX and its relationships with the presence of HABs so far. Considering this, we hypothesized

that the increase in nutrient loading would shape trophic conditions and phytoplankton
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dynamics in the system. To narrow this gap, this study aims to be the first to (i) determine the
trophic state of SMEC applying multimetric trophic index, (ii) assess the ecological status of
the phytoplankton community, (iii) identify the occurrence of harmful species which can pose
toxic effects on human health and cause serious ecological and economic losses, and iv) apply

additive models to investigate the main environmental parameters that drive phytoplankton.
2 Material and methods
2.1 Study area and climatology

The Sao Marcos Estuarine Complex (SMEC) is a large estuarine area located in the
north of the State of Maranhao (Fig. 1a), where the Mearim, Grajati, and Pindaré rivers flow
(El-Robrini et al., 2006). The SMEC has an average annual freshwater discharge of 413 m* s,
with maximum and minimum records occurring in April and October, respectively (ANA,
2019). The study area is in a region known as the Amazon Macrotidal Mangrove Coast
(AMMOC), located between the Brazilian states of Amapa and Maranhdo. The AMMC has an
area of ~7300 km? of mangrove, equivalent to 73% of the entire mangrove cover in Brazil
(Diniz et al., 2019). The SMEC exhibits a semidiurnal and macrotidal pattern, where tidal
heights can exceed 6 m in certain locations during spring tides, and tidal currents can reach

speeds of up to 3.0 m s™! (Czizeweski et al., 2020; Gonzalez-Gorbefia et al., 2015).

The SMEC has a width of approximately 55 km at its entrance, with variations of 15 km
in the central portion and 1.5 km in the innermost portion where the Pindaré and Mearim rivers
meet. Characterized by its extensive area and depths reaching up to 90 meters (Amaral and
Alfredini, 2010; Cavalcanti et al., 2018), this area proves to be favorable for navigation and
hosts significant port infrastructures, including the Ponta da Madeira terminal, Itaqui Harbor,

and Alumar terminal (Gonzalez-Gorbenia et al., 2015; Lima et al., 2021).

The climate in the region is tropical, with two well-defined seasonal periods: the rainy
season (January to June) and the dry season (August to December), controlled by the
Intertropical Convergence Zone, which is the main system responsible for precipitation in the
north and northeast regions of Brazil (Albuquerque et al., 2023; Samaritano et al., 2013; Santos
et al., 2023). The total annual rainfall was 2,330.9 mm in 2018, and 2,664.2 mm in 2019. The
maximum rainfall was observed in February 2018 (531 mm) and March 2019 (818.2 mm), with
an accumulated value much higher than expected (> 462 mm) considering the historical climate
data of the last 30 years (Fig. 1b). The maximum wind speed was observed in September 2018
(2.46 m s') and September 2019 (2.68 m s!), and minimum in April 2018 (1.01 m s™') and
March 2019 (0.78 m s™!). The months with lower wind speeds were characteristic of the rainy

season, while the higher wind speeds occurred in the dry season (Fig. 1c).
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Fig. 1. Location of the study area, including the sampling stations in the Sdo Marcos Estuarine
Complex, Brazilian Amazon Coast (a). Historical monthly rainfall (last 30 years), monthly
rainfall (b) and wind speed (c) for 2018 and 2019. The arrows indicate the months studied.
Meteorological data were taken from the National Institute of Meteorology

(www.portal.inmet.gov.br).

2.2 Sampling strategy and environmental variables

To investigate the temporal changes of biological and environmental variables, the
sampling campaigns were carried out in the dry (September and December/2018) and rainy
(March and June/2019) seasons, during flood tide. These sampling stations are located in areas
of intense movement of iron ore cargoes, petroleum products, fertilizers and passenger transport

(Ferry-boats) (Fig. 1a). Since the study area is a well-mixed estuarine system (Lima et al.,
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2021), the subsurface salinity, temperature, dissolved oxygen, pH and turbidity of the water
were measured in situ using a multiparameter probe (Horiba U-51). Water transparency was

evaluated based on Secchi depth.

Water samples were collected using a 5-liter Van Dorn bottle and stored in coolers with
ice. Nutrient concentrations were determined following the methodologies outlined in
Strickland and Parsons (1972) for nitrite (NO2"), nitrate (NO3"), and ammonium ions (NH4")
and by the method proposed by Grasshoff et al. (1983) for phosphate (PO4*).

2.3 Phytoplankton density, chlorophyll-a, and ecological indices

To obtain phytoplankton density and chlorophyll-a, water samples were collected 2 L
from the subsurface through Van Dorn bottles and stored in polyethylene bottles. The samples
for phytoplankton density were fixed with lugol. After homogenization, 10 mL sub-samples
were taken and placed in sedimentation chambers following the method of Uterméhl
(Utermohl, 1958) for cell counting in an inverted microscope (ZEISS Axiovert 100) with 400x
magnification. Subsequently, to obtain the number of cells (expressed in cells L-1) the equation
of Villafafie and Reid (1995) was used. Phytoplankton communities were identified at the
lowest taxonomic level and updated using the AlgaeBase international database (Guiry and

Guiry, 2023).

Based on the cell count per liter, ecological diversity indexes (Shannon and Wienner,
1949) were calculated according to the classification of Valentin (2000), evenness (Pielou,

1975) and species richness (Margalef, 1958).

Chlorophyll-a concentrations are considered as a reliable proxy for total phy- toplankton
biomass. For this, water samples (250 mL) were filtered on Whatman GF/C glass fiber filters
(1.2 pm porosity and 47 mm diameter) under vacuum. After drying, the filters were kept in a
freezer (-18°C) until the pigments were extracted with 90% acetone and identified using the
spectrophotometric method (Unesco, 1966). The concentration of chlorophyll-a was calculated

according to Strickland and Parsons (1972), and the results expressed in mg m™.
2.4 Trophic index (TRIX)

The Trophic State Index (TRIX) (Vollenweider et al., 1998) was used to characterize
the trophic state of the Sdo Marcos Estuarine Complex:
TRIX= (logio[Chl a * (DO%) * DIN * DIP] +k)/m
where: Chla = is the chlorophyll-a concentration (mg m); DO% = is the dissolved oxygen

saturation, DIN = is the dissolved inorganic nitrogen and DIP the dissolved inorganic
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phosphate. The constants k = 1.5 and m = 1.2 are scalar values. Numerically, the index is scaled

from O to 8 (Table 1).

Table 1. Classification of trophic status according to Vollenweider et al. (1998).

TRIX Conditions Trophic State

<2 Water very poorly productive and Excellent (Ultra-Oligotrophic)
very low trophic status

Water poorly productive and low

2to 4 trophic status High (Oligotrophic)

4105 Wat§r moderajcely productive and Good (Mesotrophic)
medium trophic status

5106 Water moderate to very productive ~ Moderate (Mesotrophic to
and high trophic status Eutrophic)

610 8 Water very productive and high Poor (Eutrophic)

trophic status

2.5 Statistical analysis

Primarily, a permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA;
Anderson, 2001) was applied to assess the temporal variability of the environmental variables
in the SMEC using two factors: i) seasons (rainy and dry) and ii) months (March, June,
September and December). After that, the normality (Kolmogorov-Sminorv test) and
homogeneity (Levene test) of the data were performed. The analysis of variance was used for
each abiotic and biological data to determine whether significant temporal differences existed.
A one-way ANOVA (parametric) or Kruskal-Wallis (non-parametric) tests were used to verify

possible differences, considering p values of < 0.05 as significant.

To evaluate the effects of multiple stressors (environmental variables) on the
phytoplankton community, we modeled the response of phytoplankton abundance and harmful
species using Generalized Additive Models (GAMs). This analysis was performed applying the
gam function in the R package mgev (Wood, 2011). This model enables the adjustment of a
response variable using multiple predictors in additive structures. The great advantage lies in
eliminating the need to previously determine functional relationships, making it suitable for
describing ecological interactions (Cavalcanti et al., 2022a; Farias et al., 2022). Prior to
analysis, a draftsman plot (scatter plots between pairs of environmental variables) was
performed to evaluate the linearity of the data and the inter-correlation between variables.
Variables with high degree of correlation (Spearmen’s correlation coefficient R2 > 0.6) were
omitted from the Generalized Additive Models. Multivariate statistical analyses were

performed using IBM SPSS Statistics (version 24) and R software (R Core Team, 2019).
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3 Results
3.1 Environmental variables and inorganic nutrients
Temporal fluctuations of environmental and inorganic nutrient variables in the Sdo
Marcos Estuarine Complex were detected. Based on PERMANOVA analysis, the

environmental conditions showed significant differences among seasons and studied months (p

<0.003, Table 2).

Table 2. Summary of the permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA)
results assessing the variability of environmental conditions along the temporal scale (seasons

and months) in the Sdo Marcos Estuarine Complex, Brazilian Amazon Coast.

.Source df SS MS F.Model R’ P
Seasonal 1 0.002 0.002 73.772 0.189 0.0071***
Months 3 0.003 0.001 28.800 0.221 0.003**
Residuals 23 0.007 0.001 0.589
Total 27 0.013 1.000

The mean values and standard deviation with the significance levels are shown in Fig.
2. The mean salinity was 31.4342.25 (p<0.05), and dissolved oxygen concentrations 6.86+0.50
mg L (p<0.05), with both parameters being higher during the dry season in December and
September 2018, respectively. Turbidity 145.01+£71.74 NTU (p<0.05), and pH 7.944+0.95
(p<0.05), were significantly higher in the rainy season in June and March 2019. The water
temperature with a mean value of 29.13+0.53 °C and the water transparency (0.29+0.10 m) did

not show any variation between the studied periods (p>0.05).

Phosphate concentrations ranged from 16.80+1.90 to 22.14+2.15 mg L with a mean of
19.91+2.84 mg L°!. Nitrate concentrations varied from 2.83+0.72 to 4.01£0.91 mg L', with a
mean of 3.67+0.98 mg L. Significant variations were observed for both nutrients (p<0.05),
with phosphate higher in the dry season in September 2018, and nitrate higher in the rainy season
in June 2019 (Fig. 2).

Nitrite concentrations ranged from 0.21£0.05 to 0.24+0.05 mg L', with a mean of
0.22+0.05 mg L'. Ammonium ion varied from 0.72+0.10 to 1.03+0.28 mg L with a mean of
0.88+0.24 mg L' Although these nitrogen compounds did not show significant variation
(»>0.05), higher nitrite concentrations were observed in September 2018 and ammonium ion in

March 2019.
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Fig. 2. Temporal variation of environmental variables (a-e) and nutrients (f-i) during dry and

rainy seasons in the Sdo Marcos Estuarine Complex, Brazilian Amazon Coast.

3.2 Phytoplankton composition, abundance and chlorophyll-a

A total of 61 phytoplankton taxa were identified in the SMEC, distributed mainly in

Bacillariophyta (55 spp.), Cyanobacteria (2 spp.), Miozoa (2 spp.), and Euglenozoa (2 spp.).

Phytoplankton abundance showed a marked variability between the evaluated seasons,

with lower values recorded in the dry season (3.85+1.03 x 10* cells L") and an increase in the

rainy season (5.38+1.95 x 10 cells L"), particularly in March 2019 (Fig. 3a). Based on the cells

counting, Thalassionema frauenfeldii (Grunow) Tempére & Peragallo (31.53 x 10*cells L) were

considered the most dominant species. In addition, four diatoms the such as Thalassiosira sp.
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(8.42 x 10* cells L"), Coscinodiscus sp. (6.99 x 10* cells L), Thalassionema nitzschioides
(Grunow) Mereschkowsky (6.98 x 10* cells L"), and Nitzschia sp. (6.96 x 10*cells L") showed

high frequency.
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Fig. 3. Temporal distribution of phytoplankton abundance (a), chlorophyll a (b) and diversity
indices (c-d) during dry and rainy seasons in the Sdo Marcos Estuarine Complex, Brazilian

Amazon Coast.

Additionally, four potentially harmful and bloom forming diatoms were recorded in this
study. These species included Coscinodiscus centralis Ehrenberg, Pseudo-nitzschia pungens
(Grunow ex Cleve) Hasle, Skeletonema costatum (Greville) Cleve and Thalassiosira subtilis
(Ostenfeld) Gran, which were recorded in low concentrations. Considering their temporal
distribution (Fig. 4a-d), it was observed that during the dry season, there was an increase in the
abundance of Coscinodiscus centralis (4.81x 10° cells L") in September 2018, and Pseudo-nitzschia

pungens (241 x 10° cells L) in December 2018. In the rainy season, Skeletonema costatum (2.41
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x 10° cells L") exhibited higher abundance in June 2019, while Thalassiosira subtilis (1.44 x 10*

cells L") showed an increase in March 2019, with its peak abundance occurring in June 2019.
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Fig. 4. Temporal distribution of potentially harmful and bloom forming diatoms in the Sao
Marcos Estuarine Complex, Brazilian Amazon Coast. The schematic illustrations used were

taken from Tomas (1997).

There was no significant variation in the chlorophyll-a (p = 0.228) or the phytoplankton
density (p = 0.062) (Fig. 4). Chlorophyll-a concentrations (3.39+0.20 mg m™) ranged from
3.3440.18 to 3.44+0.21 mg m~, with higher records in December 2018.

Species diversity was relatively low, ranging from 1.94+0.43 to 2.07+0.39 bits cel™,
with a mean of 2.01£0.41 bits cel™!. The richness ranged from 3.00+1.07 to 3.21+0.53, with a
mean of 3.104+0.83. There was no significant variation in the species diversity or richness
(p>0.05), while the evenness was significantly different (»p<0.05), with a mean value of

0.93+0.05, ranging from 0.90+0.06 to 0.95+0.04 (Fig. 3).

3.3 Trophic state and Redfield ratio

The TRIX index (6.76+0.11) showed a non-significant variation (p>0.05), between
6.73+£0.11 to 6.79+0.10. The results show that the TRIX values in the SMEC are high
throughout the study period, indicating eutrophic conditions. However, it was observed that

higher values were found in the dry season compared to the rainy season (Fig. 5).
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Fig. 5. Temporal variation of the Trophic Index (TRIX) (a-c) and Redfield ratio (N:P) (d) during

the dry and rainy seasons in the S3o Marcos Estuarine Complex — Brazil.

Regarding the Redfield Ratio in SMEC, the N:P ratio (16:1) revealed that 100% of the
samples were < 16 (overall mean 0.25+0.06), with significantly lower values (p<0.001) during
the dry season, especially in September/2019, indicating that the system was predominantly

nitrogen-limited.

3.4 Main determinants of phytoplankton in the Sdo Marcos Estuarine Complex

GAMs models assessing the influence of environmental conditions on phytoplankton
community explained at least 46% of the total variance (Table 3). The predictor variables were
temperature, salinity, pH, dissolved oxygen, turbidity, nutrients (nitrate and phosphate) and
trophic state (Fig. 6).

GAM analysis (96.1%) showed that water temperature, phosphate, and TRIX were
significant predictors of phytoplanktonic abundance (Table 3), with optimal conditions
observed between 27.5-28°C for temperature and 16-20 mg L' for phosphate concentration
(Fig 6a). GAM results showed the response of the 7. frauenfeldii to water temperature, salinity,
and pH, with a combined explanation of 66.5%. In this context, salinity values lower than 30

and pH lower than 8.0 were revealed to be an ideal threshold for algal growth (Fig 6b).
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For HABs, GAMs explained between 46% and 99% of the results (Fig 6c-¢). The most
significant variables for 7. subtilis were phosphate, salinity, and turbidity. The greatest
abundance of T. subtilis occurred when salinity was around 28, turbidity was up to 100 NTU,

and phosphate concentrations were between 15 and 20 mg L.

C. centralis showed linear relationships with turbidity (> 200 NTU) and TRIX (> 6.8),
while nitrate showed a non-linear relationship (Fig. 6d). S. costatum abundance was influenced
by dissolved oxygen, turbidity, and temperature (Fig. 6¢). The model suggests that species
abundance was higher due to DO concentrations ranging from 6.5 to 8.5 mg L™ and turbidity from

200 to 300 NTU, implying a non-linear positive correlation between the analyzed variables.

A Draftsman plot of the nine environmental variables and nutrients and its correlations
coefficients are presented in Supplementary Material (Fig. S1), where it was observed a
negative relationship between turbidity and DO (r = -0.39), salinity (r = -0.51), phosphate (r =
-0.23) and ammonium ion (r = -0.34). On the other hand, nitrate showed a positive correlation

with turbidity (r = 0.33) and temperature (r = 0.36).

Table 3. Summary of generalized additive model (GAMs) between total phytoplankton
abundance, Thalassionema frauenfeldii, HABs (T.subtilis, C.centralis and S.costatum) and

environmental parameters and trophic index (TRIX) for Sio Marcos Estuarine Complex.

Model 1
Total abundance = s(Temp) + s(PO4*) + s(TRIX) R2=0.90 Dev. Expl. = 96.1%
Predictors edf F p - value
s(Temp) 6.89 14.54 0.0001
s(PO4*) 7.45 10.14 0.0006
s(TRIX) 2.63 4.35 0.0300
Model 2
T. frauenfeldii = s(Temp) + s(Sal) + s(pH) R?>=0.51 Dev. Expl. = 66.5%
Predictors edf F p - value
s(Temp) 2.91 7.79 0.0007
s(Sal) 1.00 4.93 0.0371
s(pH) 1.00 5.35 0.0304
Model 3
T.subtilis = s(PO4*) + s(Sal) + s(Turb) R2=0.32 Dev. Expl. = 46.7%
Predictors edf F p - value
s(Sal) 1.00 8.31 0.008
$(Turb) 1.00 8.32 0.008
s(PO4*) 3.85 2.37 0.088
Model 4
C.centralis = s(NO3") + s(TRIX) + s(Turb) R?=0.80 Dev. Expl. = 88.9%
Predictors edf F p - value
s(Turb) 1.00 6.54 0.02
s(NO3) 8.87 11.96 <0.0001
s(TRIX) 2.30 3.61 0.04
Model 5
S.costatum = s(DO) + s(Temp) + s(Turb) R2=0.98 Dev. Expl. =99.3%
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Predictors edf F p - value
s(DO) 8.97 8.53 0.003

s(Turb) 8.94 79.21 <0.0001
s(Temp) 1.00 0.02 0.888
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Fig. 6. Generalized Additive Models (GAMs) results describing the main variables that
influenced the total phytoplankton abundance (a), Thalassionema frauenfeldii (b), and HABs
(c-e). Solid lines represent smoothed mean relationships from GAM’s and shaded areas are

95% confidence intervals. Other details are provided in Table 3.
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4 Discussion
4.1 Effects of the hydrological conditions on phytoplankton

The present study revealed that variations in the rainy and dry seasons were decisive in
the evaluation of water quality and phytoplankton in the Sdo Marcos Estuarine Complex
(SMEC), where the higher rainfall rates led to low salinities and water transparency, while
increased nitrate concentrations and turbidity. The variability in these parameters is a result of
a marked seasonal cycle associated with local hydrodynamics characterized by the strong
mixing processes caused by the tidal movement (tidal range > 6 m) (Cavalcanti et al., 2018;

Czizeweski et al., 2020; Lefévre et al., 2017).

During the present study (2018-2019), the weather conditions reflected an atypical
regime reaching annual rainfall > 2.600 mm. These increased rainfall levels can be explained
by the cyclical climatic effects of El Nifio and La Nifa which modify weather patterns and
fluvial discharges, as corroborated by findings of Pereira et al. (2023) and Dos Santos S et al.
(2022).

Water quality in estuarine ecosystems may vary at both spatial and seasonal scales due
to the interaction of hydrodynamic circulation with strong salinity gradients, suspended
sediments, nutrient concentrations, dissolved oxygen and plankton, in addition to anthropogenic
activities that cause significant changes in environments (Liu et al., 2016; Wild-Allen et al.,
2013). In our work, most of the hydrological and biological parameters were significantly

influenced by variations in the dry and rainy seasons.

This effect was observed through the high salinity values registered particularly during
the dry season, indicating a seawater intrusion because of the reduction in precipitation rates
and freshwater discharge, and the increase in evaporation. Additionally, fluctuations of the
North Brazil Current (NBC) also influence the thermohaline properties of SMEC, which
reaches its strongest intensity during July-August (early dry period) and pushes an extensive
seawater volume towards the coastal bays (Lefevre et al., 2017). Similar pattern was also found
by Dos Santos et al. (2020) and Cavalcanti et al. (2023) in macrotidal bays along the northern

Amazon coast.

Salinity plays a decisive role in phytoplankton community, influencing species
abundance in coastal ecosystems (Cavalcanti et al., 2020; Cornwell et al., 2016; Sarker et al.,
2023). In the SMEC, low salinities led to an increase in phytoplankton abundance, when

conditions were typically polyhaline. Above all, variations in salinity impacts the
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phytoplankton distribution, growth and diversity by affecting their photosynthesis and
respiration process (Lakshmikandan et al., 2020; Muylaert et al., 2009; Xu et al., 2022).

Other factor that influences the biological processes in the Amazon coast is the light
availability, controlled mainly by discharge of local rivers and estuaries. High levels of
freshwater discharge and hydrodynamic energy during the months of greater rainfall rates favor
the turbid conditions of the Amazon coast (Pamplona et al., 2013; Queiroz et al., 2022). In the
SMEC, the high fluvial input of the Pindaré, Mearim and Grajal rivers contribute to
considerable loads of sediments and nutrients, limiting the euphotic zone to a narrow superficial
layer (Azevedo et al., 2008). However, the elevated turbidity associated with high nutrient
availability (nitrate, ammonium ion) may promote the phytoplankton growth in hydrodynamic
ecosystems (Rai and Rajashekhar, 2014). In this context, our results confirmed this biological
response where the great nutrient availability and attenuation of the sunlight promoted the ideal

conditions to the phytoplankton growth (cell abundance > 7 x 10* cells L™).

Studies that investigate the seasonal influence on hydrological and biological conditions
have been widely carried out, since it is one of the determining factors in the dynamics and
structure of phytoplankton in aquatic ecosystems. Seasonal changes have been observed
primarily in estuarine ecosystems subject to anthropic influence (Kumar et al., 2020; Pereira et
al., 2023; Rodrigues et al., 2020; Saifullah et al., 2019), where natural and anthropic factors
associated with cycling and increase of nutrients in the environment cause variation in species

composition and density.
4.2 Nutrients and trophic state

High nutrient loads often cause disturbances in estuaries. However, the physical
characteristics of the estuary determine the response levels regarding productivity, dilution,
eutrophication and the possibility of water renewal (De Jonge and Elliott, 2001; Barletta et al.,
2019). In our study the concentrations of nutrients (nitrite, nitrate, ammonium ion and
phosphate), were quite high throughout the year. The large contribution of nutrients in this area
probably occurred due to the continental contribution with organic matter from the mangroves
in the system, in addition to the transport of high loads from agricultural, industrial and port
activities causing contamination. Similar results were also observed by Oliveira et al. (2019)

and Pinheiro-Sousa et al., (2021) in the SMEC.

Several descriptors have been developed to assess the trophic state of an environment,
each one based on different aspects of the ecosystem (Brugnoli et al., 2019). According to the
TRIX index, the SMEC is characterized as a eutrophic environment, with more critical

conditions during the dry season. This scenario was found in other coastal ecosystems highly
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urbanized (Dos Santos Sa et al., 2022; Morsy et al., 2022; Pereira et al., 2023; Sathishkumar et
al., 2022).

Among the main factors that drive the phytoplankton abundance, the additive models
reported water temperature, phosphate, and TRIX as responsible for algal growth in the study
area, suggesting that nutritional factors associated with elevated temperature favor the increase
of photosynthetic organisms. Several studies have shown that phytoplankton dynamic is shaped
by changes in the environment, being susceptible to temperature (Toseland et al., 2013; Yvon-
Durocher et al., 2015), influence of sunlight (Finkel et al., 2006; Thrane et al., 2016) and
nutrient availability (Lu et al., 2023; Moreno et al., 2018; Nhu et al., 2019). Additionally, the
input of nutrients (especially phosphate) and the interactions between fresh and marine waters
tend to stimulate the growth of phytoplankton (Cabrerizo et al., 2017). This compound is
characterized as the most available and assimilable form of phosphorus in marine waters used
by producers and heterotrophic organisms (Wu et al., 2013). In the SMEC, the substantial
increase in phosphorus loading was the primary nutritional factor driving algal growth in the

study area. Consequently, this nutrient enrichment contributed to elevated TRIX values.

Chlorophyll-a concentrations are considered as a reliable proxy for total phy- toplankton
biomass. In the SMEC, chlorophyll-a values were within the range recorded on the Amazon
coast with values lower than 20 mg m™ (Cavalcanti et al., 2018; Mourio et al., 2020; Queiroz
et al., 2022), and other coastal regions in the world (Brugnoli et al., 2019; Cereja et al., 2022).
These results reveal that, even if there is a high nutrient input, the intense local hydrodynamics

can be a limiting factor for phytoplankton biomass in the euphotic zone.

Another assumption is that increased nutrients do not always lead to a proportional
increase in biomass, as a significant portion of the biomass produced by algae may be consumed
by the growing herbivorous zooplankton population, which may reduce chlorophyll
concentrations due to increased grazing pressure (Hansson et al., 2004; Otero et al., 2020;
Rodriguez-Galvez et al., 2023). In addition, low chlorophyll levels can be attributed to high
turbidity, which in estuaries limits the amount of light available for phytoplankton development

(Burford et al., 2012; Cole and Cloern, 1987).
4.3 Biological implications of phytoplankton and HABs

The diversity of the phytoplankton community has been an important ecological tool in
the assessment of water quality and stability of aquatic environments (Fuhrman et al., 2015;
Ramirez-Romero et al., 2020), where high diversity values generally suggest a good ecosystem

quality, while low values reflect critical pollution conditions (Manna et al., 2010).



134

The composition of the phytoplankton community followed the order of Diatoms >
Dinoflagellates > Cyanobacteria. As a major taxonomic group of the community in the coastal
ecosystem, diatoms are valuable indicators of the aquatic environment since they react rapidly
to environmental changes and provide an early warning for pollution (Hilaluddin et al., 2020).
Diatoms are known to dominate marine and estuarine waters along the Maranhdo coast
(Cavalcanti et al., 2020; Cavalcanti-Lima et al., 2023; Costa and Cutrim, 2021; Cruz et al.,
2023; Dos Santos Sa et al., 2022). Besides that, this pattern is in accordance with previous

studies world-wide in tropical estuarine ecosystems (Biswas et al., 2010; Canini et al., 2013;

Saifullah et al., 2019).

Harmful algal blooms (HABs) consist in an uncontrolled increase of certain harmful
and/or toxic microalgae, macroalgae, and cyanobacteria, regardless of their concentration
(GlobalHAB, 2017; Guo et al., 2023). HABs can pose public health hazards, causing paralytic,
amnestic, diarrheal, or neurotoxic intoxication in individuals (He et al., 2021). In our study,
four harmful species were identified, including the diatoms 7. subtilis, C. centralis, S.costatum
and Pseudo-nitzschia pungens, corroborating with previously records of Queiroz et al. (2022)

and Cavalcanti et al. (2018) in the same region.

Thalassiosira and Coscinodiscus genera were identified as indicators of waters
characterized by high levels of pollution and nutrient inputs (Verlecar et al., 2006), and they
play a significant role in signaling environmental stress (Ramaiah et al., 1998). Our results

indicated that the studied environment faces intense water quality degradation.

According to (Bates et al., 2018), 26 Pseudo-nitzschia species produce domoic acid.
Pseudo-nitzschia pungens is one of them, and its occurrence in high abundance can cause
poisoning by domoic acid (DA), which causes Amnesic Shellfish Poisoning (ASP) affecting
diverse organism (e. g., birds, marine mammals, and humans). DA can bioaccumulate within
food webs, causing sickness and death in higher trophic level organisms (Accoroni et al., 2020;

McCabe et al., 2016; Ryan et al., 2017).

The small-celled chain-forming diatom Skeletonema costatum showed high abundance
in the rainy season, it is probably related to an increase in nitrate and turbidity in this period.
According to (Balzano et al., 2011), this species is an excellent paleoenvironmental indicator,
and changes in nutrient content and temperature can trigger flowering events in coastal regions

(Vossel et al., 2018).

Regarding the ecological conditions of SMEC, it was observed low diversity and
moderate richness. However, it is believed that the strong hydrodynamics of SMEC hinder the

formation of blooms since the increase in suspended sediments can limit the development of
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photosynthetic organisms. In the Indian Tapti and Narmada estuaries, low phytoplankton
abundance and lower diversity were associated with high tidal ranges and increased sediment
resuspension (Bharathi et al., 2022). The low phytoplankton diversity suggests that species
from the study region are adapted to a disturbed environment. From this, species that dominate
in areas of low diversity are generally resistant to stressors, causing a decrease in diversity and
evenness (Escalas et al., 2019; Xiao et al., 2011). Additionally, stress caused by pollution causes

areduction in the number of species but increases the dominance of others (Manna et al., 2012).

5. Conclusions

This research was the first to study the trophic and ecological conditions in the Sao
Marcos Estuarine Complex (SMEC). Using the multimetric trophic index (TRIX), it was
possible to observe an environment in eutrophic conditions, caused both by the natural load of
nutrients and by the release of domestic and industrial effluents from activities carried out in
the area. Based on the identification of phytoplankton, four potentially harmful species were
found (Pseudo-nitzschia pungens, Coscinodiscus centralis, Thalassiora subtilis, and
Skeletonema costatum); in addition, the ecological indices indicated a low diversity and
moderate species richness, suggesting that these species are adapted to the local conditions. The
results showed that hydrological conditions (temperature, salinity, and turbidity), nutrients
(nitrate and phosphate), and trophic index were the predictor variables responsible for
influencing and modulating the SMEC phytoplankton community. Therefore, the combined use
of trophic and ecological indices showed as an efficient tool in the assessment of water quality
and phytoplankton dynamics, indicating the current scenario of the SMEC which holds
significant economic, social and ecological relevance and this fact reinforces the establishment

of mitigating measures regarding the anthropic actions carried out in the study area.

Guidelines for authors and journal standards

https://www.sciencedirect.com/journal/ecohydrology-and-hydrobiology/publish/guide-for-
authors
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo selecionar iniciadores para aplicagdo em analises de
metabarcoding (eDNA), visando o monitoramento da comunidade fitoplanctonica em um
Complexo Estuarino na Costa Amazonica. Inicialmente, foi realizado um levantamento
bibliografico de trabalhos publicados entre 2005 e 2023 nas principais bases de dados (SciELO,
Web of Science, ScienceDirect e Google Scholar) sobre as espécies fitoplanctonicas da regido.
Ap6s isso, foi realizada a busca das sequéncias de referéncia para as espécies registradas, com
foco nos genes ribossomais 16S, 18S, 23S e no gene mitocondrial Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI), contidas nos bancos gendmicos (GenBank, SILVA e BOLD Systems).
Para alinhar as sequéncias, foi usado o software BioEdit e, para avaliar a qualidade dos primers
desenvolvidos, foi utilizada a ferramenta online OligoAnalyzer 3.1. Os resultados mostraram
que o filo Bacillariophyta foi o mais representativo em numero de espécies e sequéncias
disponiveis. Dos marcadores escolhidos, o gene 18S ribossomal obteve a maior riqueza de
sequéncias depositadas nos bancos de dados, especialmente no GenBank. Cinco conjuntos de
primers (DFS-F1, DFS-F2, DFS-F3, DFS-F4 e DFS-F5) foram desenhados in silico e validados
virtualmente, apresentando entre 19 e 22 pares de bases (pb). As temperaturas de fusao
(Tmelting) variaram entre 55,1°C e 58°C, e a concentragdo de GC% variou de 40,91% a 57,89%.
Portanto, esses resultados colaboram com a literatura sobre protocolos de eDNA, auxiliando na
escolha do marcador molecular e dos primers mais adequados para a comunidade
fitoplanctonica, aumentando a eficiéncia e rapidez do trabalho.

Palavras-chave: Desenho de primers, Banco de dados, eDNA, Fitoplancton

ABSTRACT

This study aimed to select primers for application in metabarcoding (¢éDNA) analysis to monitor
the phytoplankton community in an Estuarine Complex on the Amazon Coast. Initially, a
bibliographical survey of works published between 2005 and 2023 in the principal databases
(SciELO, Web of Science, ScienceDirect, and Google Scholar) on phytoplanktonic species in
the region was carried out. After this, a search for reference sequences for the recorded species
was carried out, focusing on the ribosomal genes 16S, 18S, 23S and the mitochondrial gene
Cytochrome Oxidase Subunit I (COI), contained in genomic banks (GenBank, SILVA, and
BOLD Systems). To align the sequences, we used the BioEdit software, and to assess the quality
of the developed primers, we utilized the OligoAnalyzer 3.1 online tool. The results showed
that the phylum Bacillariophyta was the most representative regarding the number of species
and sequences available. Of the chosen markers, the 18S ribosomal gene had the highest wealth
of sequences deposited in the databases, especially in GenBank. Five sets of primers (DFS-F1,
DFS-F2, DFS-F3, DFS-F4, and DFS-F5) were designed in silico and virtually validated,
presenting between 19 and 22 base pairs (bp). The melting temperatures (Tmelting) varied
between 55.1°C and 58°C, and the GC% concentration ranged from 40.91% to 57.89%.
Therefore, these results collaborate with the literature on eDNA protocols, helping to choose



150

the most suitable molecular marker and primers for the phytoplankton community, increasing
the efficiency and speed of the work.

Keywords: Primer design, Database, eDNA, Phytoplankton

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue seleccionar primers para su aplicacion en analisis de
metabarcodificacion (eDNA) para monitorear la comunidad fitoplancténica en un Complejo
Estuarino de la Costa Amazoénica. Inicialmente, se realizé un relevamiento bibliografico de
trabajos publicados entre 2005 y 2023 en las principales bases de datos (SciELO, Web of
Science, ScienceDirect y Google Scholar) sobre especies fitoplanctonicas de la region. A
continuacion, se realiz6 una busqueda de secuencias de referencia para las especies registradas,
centrandose en los genes ribosémicos 16S, 18S, 23S y el gen mitocondrial Citocromo Oxidasa
Subunidad I (COI), contenidos en bases de datos gendmicas (GenBank, SILVA y BOLD
Systems). Se utiliz6 el programa BioEdit para alinear las secuencias y la herramienta en linea
OligoAnalyzer 3.1 para evaluar la calidad de los primers desarrollados. Los resultados
mostraron que el filo Bacillariophyta era el mas representativo en cuanto al nimero de especies
y secuencias disponibles. De los marcadores elegidos, el gen ribosomico 18S era el que contaba
con mayor riqueza de secuencias depositadas en bases de datos, especialmente en GenBank. Se
disefiaron in silico y validaron virtualmente cinco conjuntos de primers (DFS-F1, DFS-F2,
DFS-F3, DFS-F4 y DFS-F5), con entre 19 y 22 pares de bases (pb). Las temperaturas de fusion
oscilaron entre 55,1°C y 58°C, y la concentracion de GC% entre 40,91% y 57,89%. Por lo tanto,
estos resultados contribuyen a la literatura sobre protocolos de eDNA, ayudando a elegir el
marcador molecular y los primers mas adecuados para la comunidad fitoplanctonica,
aumentando la eficiencia y la rapidez del trabajo.

Palabras clave: Disefio de primers, Base de datos, eDNA, Fitoplancton

1 INTRODUCAO

O fitoplancton atua como o principal produtor primario em ecossistemas costeiros, pois
realiza a ciclagem de nutrientes e contribui diretamente para a estabilizacdo funcional e a
preservacao do equilibrio bioldgico desses ambientes (Sun et al., 2020; Yoon et al., 2024).
Além disso, ¢ um excelente indicador de alteragdes na qualidade da dgua (Bilbao ef al., 2023;
Raveh et al., 2019), uma vez que ¢ altamente sensivel a perturbacdes quando comparado a
outros organismos aquaticos (Lee et al., 2023; Rocha et al., 2023).

A microscopia Optica tem sido comumente a técnica mais utilizada para investigar a
diversidade do fitoplancton (Agirbas et al., 2015; Lee; Won; Baek, 2020). Porém, essa técnica
apresenta algumas limitagdes devido a falta de caracteristicas diagnoésticas claras, conhecimento
taxondmico limitado e tempo prolongado de anélise, resultando muitas vezes em informacgdes
insuficientes sobre a diversidade (Barsanti et al., 2021; Gaonkar; Campbell, 2024).

O rapido crescimento das tecnologias de sequenciamento de alto rendimento
possibilitou a utilizacdo da taxonomia molecular como uma opg¢ao viavel para os inventarios

morfotaxondmicos. A base para a utilizagdo dessas metodologias de teste baseadas em DNA se
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fundamenta na ideia de que ¢ possivel identificar de maneira confidvel os tdxons com base em
um fragmento especifico de seu genoma, conhecido como "cédigo de barras de DNA"
(Pawlowski et al., 2022; Taberlet et al., 2012;).

O metabarcoding possibilita a identificacdo simultdnea de tdxons em amostras
ambientais com base em seu DNA, utilizando o sequenciamento de genes marcadores
especificos (Keck et al., 2017; Zimmermann et al., 2014). Esse método gera extensas
informacdes sobre biodiversidade, pois ¢ capaz de identificar espécies em diversas fases de
vida, além de espécies cripticas e aquelas frequentemente descartadas pelos métodos
tradicionais (Comtet et al., 2015).

Com o avango da bioinformatica, tornou-se viavel o desenvolvimento de ferramentas
que oferecem suporte as pesquisas atuais, incluindo a concepgao de primers para PCR com base
no The National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Morais et al., 2019; Muniz et
al., 2020). Os primers sdo sequéncias especificas de nucleotideos que podem se ligar as suas
sequéncias alvo de DNA durante a PCR (Pelt-Verkuil; Van Belkum; Hays, 2008). A finalidade
da PCR in silico ¢ antecipar quais produtos de PCR serdo sintetizados a partir de um ou varios
modelos de DNA, utilizando primers oligonucleotidicos ja concebidos (Kalendar et al., 2017),
economizando tempo e custos adicionais (Schuler, 1997).

O Complexo Estuarino de Sao Marcos (CESM) caracteriza-se como um sistema de
grande relevancia na Costa Amazonica. Neste ambiente esta inserido o Porto do Itaqui, um dos
portos publicos mais importantes da América Latina, que tem sofrido fortes impactos
decorrentes das atividades antrépicas (Jesus et al., 2020; Oliveira et al., 2019; Ribeiro et al.,
2023). No entanto, estudos que estabelecam iniciadores de PCR com bom desempenho
aplicados a comunidade fitoplanctonica sdo inexistentes.

Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo principal o desenvolvimento in
silico de primers para aplicagdo em andlises de metabarcoding (eDNA), que auxiliem no
monitoramento da comunidade fitoplanctonica em um Complexo Estuarino na Costa

Amazonica.

2 METODOLOGIA
2.1 AREA DE ESTUDO

O CESM ¢ caracterizado como uma extensa area estuarina localizada no extremo norte
do Estado do Maranhdo, Brasil (Figura 1). Esse ambiente esta localizado em uma regido

conhecida como Costa dos Manguezais das Macromarés Amazonicas (CMMA), inserida entre
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os estados brasileiros do Amapé e Maranhao (Diniz ef al., 2019). Possui orientagdo principal
NE-SW, com uma largura de 50 km na porcao norte, 15 km na regido central (entre Alcantara

e a Ponta de Sdo Marcos), 25 km na altura da ilha dos Caranguejos e 4 km na foz do Rio Mearim

(EI-Robrini et al., 2006).

Figura 1. Localizacdo da area de estudo: (A) Complexo Estuarino de Sdo Marcos - CESM; (B) estado do
Maranhao e (C) Brasil.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).
2.2 LISTA DE ESPECIES

Para este estudo, foi realizado um levantamento de trabalhos publicados entre 2005 e
2023 nas bases de dados SciELO (https://search.scielo.org/), Web of Science
(https://webofknowledge.com), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/) e Google
Scholar (https://scholar.google.com.br/). Os descritores utilizados foram “fitoplancton”, “Baia
de Sao Marcos” e “Complexo Estuarino de Sdo Marcos”, e suas respectivas traducdes para o
inglés. Os critérios de inclusdo consideraram ndo so6 a artigos e notas cientificas, mas também
monografias, dissertagodes, teses, livros, capitulos e estudos publicados em anais de eventos. A
classificagdo taxondmica das espécies de fitoplancton foi atualizada seguindo a base de dados

internacional AlgaeBase (Guiry; Guiry, 2023).

2.3 LEVANTAMENTO DE SEQUENCIAS
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Com base na lista de espécies obtidas, foi realizada a busca das sequéncias de referéncia
focada nos genes ribossomais 16S, 18S, 23S e no gene mitocondrial Citocromo Oxidase
Subunidade I (COI), nos principais bancos de dados gendmicos: GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), SILVA (https://www.arb-silva.de/) e BOLD
Systems (https://www.boldsystems.org/).

2.4 DESENHO DE INICIADORES

As sequéncias obtidas foram convertidas para o formato FASTA no préprio sistema do
banco de dados e, em seguida, foram baixadas para um software de alinhamento. Para isso,
utilizou-se o software BioEdit Sequence Alignment Editor, versdo 7.2.6t (Hall, 1999).
Inicialmente, as sequéncias foram agrupadas de acordo com a ordem a que as espécies
pertenciam, cada ordem foi alinhada e editada para melhor padronizacdo das sequéncias.
Posteriormente, esses alinhamentos foram agrupados em um tUnico database no proprio
software. Por fim, os gaps das extremidades foram removidos pois a ferramenta “Primer Blast”
ndo permite o desenho dos primers com a presenca de gaps.

Para o desenho dos primers, foram estabelecidas espécies-alvo para cada ordem com
base na maior disponibilidade de dados, onde os primers foram desenvolvidos com base na
regido 18S. Os desenhos dos primers foram realizados na ferramenta "Primer Blast"
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) do NCBI com os niimeros de acessos de
cada sequéncias alvo usado como PCR Tamplate. Para isso, alguns parametros foram alterados
na plataforma, sao eles - PCR product size: Min: 70 e Max: 300; o Database: custom (database
produzido pelos autores); Max target amplicon size: 400. Em Advanced parameters foram
alterados - Primer size: Min:18, Opt: 20 e Max: 24 e em Primer GC content (%): o Min: 40.0 e

Max: 60.0. Nos demais pardmetros, foram usados o default da plataforma.

2.5 ANALISE DE QUALIDADE E VALIDACAO IN SILICO

Para avaliar a qualidade dos primers desenvolvidos antes da PCR in silico, foi utilizada
a ferramenta online OligoAnalyzer 3.1. Nessa etapa, foram avaliadas a possibilidade de
formacao de hairpins, self-dimeros e a temperatura de melting (°C). Posteriormente, os primers
foram delimitados considerando a quantidade de guanina e citosina em suas extremidades,
visando aumentar a estabilidade durante as etapas de anelamento e evitar sua dissociagdo

(Marinho, 2021).


https://www.boldsystems.org/

154

Para a validagao dos primers foi realizado uma PCR in silico na ferramenta “BLAST”
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LI
NK LOC=blasthome) do NCB. Vale salientar que a busca pelos primers para analise da
cobertura de espécies da PCR in silico foi realizada em dois processos distintos. Primeiramente,
foi realizada uma PCR especifica para as espécies-alvo. Para isso, foi utilizado a Database
“Nucleotide collection (nt)” e foram adicionadas na se¢do “Organism” a espécie-alvo, a ordem
a qual ela pertence e as outras espécies da mesma ordem. Posteriormente, foi realizada uma
PCR geral, na qual foi feita uma tnica busca para cada primer, incluindo todas as ordens e todas

as espécies com sequéncias disponiveis.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento realizado contabilizou 313 taxons referentes a comunidade
fitoplanctonica. Esses tdxons estiveram distribuidos entre os filos Bacillariophyta (83,71%),
Dinoflagellata (6,07%), Cyanobacteria (4,79%), Chlorophyta (2,88%), Euglenophyta (2,24%)
e Charophyta (0,32%) (Figura 2). As diatoméceas (Bacillariophyta) foram as mais
representativas com 262 taxons, sendo os géneros Chaetoceros (23 taxons), Nitzschia (18

taxons) e Coscinodiscus (16 tdxons) os mais abundantes.

Figura 2. Distribui¢do percentual da comunidade fitoplanctonica no CESM.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

O filo Dinoflagellata apresentou 19 espécies, sendo o género Tripos o mais abundante
com 7 espécies. Euglenophyta registrou 7 espécies, com os géneros mais expressivos sendo

Euglena, Phacus e Trachelomonas, cada um com 2 espécies. O filo Cyanobacteria apresentou
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15 espécies, das quais o género Oscillatoria se destacou com 3 espécies. Chlorophyta
apresentou 9 espécies, sem nenhum género expressivo, € Charophyta apresentou apenas 1
espécie.

As diatomaceas constituiram o grupo dominante em nimero de tdxons, uma vez que sao
comumente encontradas em ambientes costeiros e contribuem com cerca de 20% da produgao
primdria liquida anual em escala global (Field et al., 1998; Singh et al., 2024). Tais organismos
ocorrem nao so pela diversidade do grupo, mas por serem eurialinas e fornecerem uma rapida
resposta mediante alteracdes ambientais (Aquino et al., 2015). Esta dominancia também foi
observada em outros estudos realizados em estudrios amazonicos (Carvalho Neto et al., 2023;
Cavalcanti et al., 2020; Cavalcanti-Lima et al., 2023; Queiroz et al., 2022). Dentre os géneros
de diatomaceas identificados, os mais abundantes foram Chaetoceros, Nitzschia e
Coscinodiscus, resultados similares foram registrados por Cavalcanti et al. (2018), Gama et al.
(2011) e Matos et al. (2012) na mesma regido.

Conforme Carvalho Neto ef al. (2023), a dominancia desses géneros demonstra a
similaridade na comunidade fitoplanctonica encontrada em estuarios amazodnicos, ainda que
apresentem oscilagdes no numero de espécies. Esse fator ¢ influenciado pelas caracteristicas
particulares de cada ambiente, como a morfologia, aporte marinho e/ou limnético que ele
possui.

Quanto as sequéncias obtidas para as espécies identificadas, o filo Bacillariophyta foi o
mais representativo, com 119 taxons registrando a presenca de sequéncias. Para o filo
Dinoflagellata, 15 taxons apresentaram sequéncias disponiveis, seguido por Euglenophyta e
Cyanobacteria, cada um com 5 espécies. Chlorophyta obteve sequéncias disponiveis para 4
taxons, enquanto Charophyta contou com apenas 1 espécie com sequéncia depositada no
GenBank.

O filo Bacillariophyta apresenta uma das maiores diversidade de espécies dentre os
protistas, possuem mais de 200 géneros e 100.000 espécies (Miettinen, 2018). Essa grande
riqueza de espécies e estudos favorece a disponibilidade de sequéncias nos bancos de dados.
Conforme Gaonkar e Campbell (2024), a disponibilidade de bancos de dados de referéncia
completos e validados taxonomicamente ¢ essencial para que os estudos com metabarcoding
possam ser eficazes.

Grande parte das sequéncias de referéncia disponiveis sdo para os géneros mais
frequentemente estudados, enquanto as pequenas algas (<5 microns) sdo pouco caracterizadas
e, deste modo, ndo estdo presentes nos bancos de dados de referéncia (Gaonkar; Campbell,
2024). Atualmente, o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de alto rendimento,

integrado aos bancos de dados de sequéncias de referéncia aprimorados e bem descritos
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taxonomicamente, permitem uma avaliagdo rapida e econdmica da composicao fitoplanctonica
em nivel global (de Vargas et al., 2015).

Através do levantamento de sequéncias feito nos bancos de dados publicos (GenBank,
SILVA e BOLD Systems), foi observado que o GenBank (1376) apresentou a maior riqueza no
numero de sequéncias depositadas (Figura 3). Embora o SILVA (122) e o BOLD Systems (76)
também contenham sequéncias, a quantidade obtida ¢ inferior ao GenBank. Além disso, a maior
parte das sequéncias observadas nesses bancos também consta no GenBank. Nesse contexto, as

sequéncias trabalhadas neste estudo foram extraidas majoritariamente dessa biblioteca.

Figura 3. Boxplots de valores de riqueza calculados para os bancos de dados gendmicos.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

Segundo Patel; Scheible; Meiklejohn (2023), o GenBank ¢ o maior banco de dados de
sequéncias publicas do mundo, atualmente possuindo mais de 89 milhdes de sequéncias na
colecao Nucleotide. Os recursos disponiveis nessa base de dados a tornam uma ferramenta
promissora na preparagdo do banco de dados a ser utilizado no metabarcoding (Ardura, 2019),
uma vez que essa ¢ a base mais completa em numero de marcadores e espécies (NCBI, 2016).

Comparando a quantidade de espécies com sequéncias disponiveis ao total de espécies
obtidas através do levantamento, foi observado que menos da metade das espécies tem
sequéncias registradas. Assim, ainda que o protocolo de DNA Barcoding seja eficaz, nota-se
que a disponibilidade das sequéncias de interesse nos bancos de dados ¢ essencial para a
identificacdo de uma espécie. A auséncia dessas sequéncias pode tornar-se, portanto, um fator
limitante em estudos que utilizam essa técnica (Cerutti-Pereyra ef al., 2012; Kolmann et al.,

2017; Martins, 2021).
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O gene 188 ribossomal obteve a maior riqueza de sequéncias depositadas nos bancos de

dados, especialmente no GenBank (Figura 4). Tais resultados corroboram os estudos realizados
por Countway et al. (2005), Gong e Marchetti (2019) e de Vargas et al. (2015), que ressaltam
que o gene 18S rRNA tem se destacado como o marcador mais comumente utilizado em estudos
relacionados a comunidade de protistas eucariontes, tanto em ecossistemas aquaticos quanto

terrestres, devido a sua alta especificidade e preservagdo da sequéncia.

Figura 4. Boxplots de valores de riqueza calculados para os marcadores analisados.
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Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

No que diz respeito aos marcadores, o gene 18S ¢ altamente conservador em plantas e
animais superiores e sua taxa evolutiva ¢ considerada adequada em diatoméceas (Liu et al.,
2020). Segundo Kooistra et al. (2010), o gene 18S rDNA ¢é amplamente utilizado como
marcador para identificacdo e delineamento de espécies devido as suas regides conservadas e
hipervariaveis (V1-V9). No entanto, estudos realizados por Clarke et al. (2017), Zhang et al.
(2018) e Wangensteen et al. (2018) indicam que o 18S possui uma menor capacidade de
recuperacdo taxondmica quando comparado a outro marcador universal. Assim, Giebner et al.
(2020) e Tang et al. (2012) recomendam seu uso para discrimina¢do de niveis taxondmicos
mais elevados. Contudo, de acordo com Leite ef al. (2021), essas comparagdes sao limitadas
devido ao proposito para o qual os marcadores sdo propostos, a biblioteca de referéncia de onde
sdo extraidos e aos limiares utilizados.

Vale ressaltar que, durante a PCR especifica para cada ordem, apenas a espécie-alvo

Plagiogramma sp. nao revelou similaridade com nenhum outro organismo fitoplanctonico. Na
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PCR geral, Plagiogramma sp., Euglena sp. e Ankistrodesmus sp. ndo apresentaram boa
cobertura de espécies dentro da mesma ordem ou de ordens diferentes.

Os melhores primers foram selecionados com base na capacidade de identificar um
maior numero de ordens distintas na PCR in silico (Tabela 1). Desse modo, eles conseguiram
identificar entre 40 e 81 espécies de ordens diferentes e amplificaram fragmentos de 100 a 300
pb. Além disso, os primers selecionados possuem um tamanho entre 19 e 22 pb, temperaturas
de fusdo (Melting) entre 55,1°C e 58°C e uma concentragdo de GC% variando de 40,91% a
57,89%.

Tabela 1- Descri¢do dos primers escolhidos.

A , , Pares de Melt tem Self Hairpin
Primers Sequéncia (5= 3') bases GC (°C) b dimer ("C/kclg)mol‘l)
DFS- F1 TGATTACGTCCCTGCCCTTTG (F) 21 52.38 57.3 -6.3 17.9/0.47
TGACACCAATAAAGGCAACAGT (R) 22 40.91 54.9 -3.14 25.7/-0.04
DFS-F2 TTTGTACACACCGCCCGTC (F) 19 57.89 58.0 -7.55 14.8/0.65
GTCCCAGTAAAGGAACCAGACC (R) 22 54.55 57.2 -4.64 29.9/-0.28
DFS. F3 GCCAGTAGTCATACGCTCGTC (F) 21 57.14 57.3 -4.95 23.5/0.1
TCACCACATCATCCCGAAGG (R 21 55.00 56.9 -3.61 44.7/-0.89
DFS-F4 ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG (F) 20 55.00 57.5 -3.9 32.2/-0.63
CACACAATTAGTGCGACCGAC (R) 21 55.00 56.3 -5.36 46.2/-1.74
DFS-F5 GGGGAGTATGGTCGCAAGATT (F) 21 52.38 56.9 -3.61 43.4/-0.74
GTCCCTCTAAGAAGTTGCCC (R) 20 55.00 55.1 -3.17 16/0.59

Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

Tais resultados se assemelham aos registrados por Sharma (2021), que em seu estudo
indicou que os melhores resultados sdo obtidos em temperaturas de melting entre 52 e 60 °C.
Muniz et al. (2020) destacam que a concentracao de GC dos primers projetados esta dentro das
diretrizes recomendadas, entre 40% e 60%, o que ¢ semelhante aos pardmetros utilizados nos
estudos de Kalendar; Lee; Schulman (2011), que investigaram ferramentas para o design de
primers in silico.

Quanto aos valores dos self-dimeros, a variagdo ocorreu entre -3,9 e -7,55. O hairpin
apresentou, para todas as espécies de fitoplancton-alvo, valores de temperatura de melting
abaixo de 50 °C. Ao observar o Delta G, houve uma variacao de -1,74 a 0,65. Esses parametros
sdao importantes no desenho de primers, pois evitam desperdicio durante a execucao de uma

PCR in vitro (Nascimento, 2021).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a comunidade fitoplanctonica do
CESM ¢ similar a observada em outros estuarios amazonicos, especialmente pela dominancia
de espécies de diatomaceas em relagdo aos demais grupos. O filo Bacillariophyta obteve o
maior nimero de sequéncias disponiveis nos bancos de dados publicos, o que auxilia

diretamente na realizagdo de estudos ligados ao metabarcoding.

Os primers desenvolvidos neste estudo (DFS-F1, DFS-F2, DFS-F3, DFS-F4 e DFS-F5)
foram eficazes na identificag¢ao de fitoplancton a nivel de espécie na regido. Apesar de algumas
restrigdes apontadas por autores, o marcador 18S mostrou-se eficiente para a comunidade
fitoplanctonica estudada. Esses resultados enriquecem a literatura sobre protocolos eDNA,
auxiliando na escolha do marcador molecular e dos primers, tornando o trabalho mais eficiente

e pratico.
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7 DISCUSSAO INTEGRADORA

Os resultados obtidos nesta tese revelam a biodiversidade do Complexo Estuarino de
Sao Marcos (CESM) obtida através de métodos tradicionais de coleta (redes de plancton redes
de espera, dragas e outros equipamentos de captura), identificagdo (analise taxondmica e
morfologica) e técnicas moleculares, como o uso do DNA ambiental. A integragdo entre os
métodos utilizados mostrou que mudangas sazonais, alteracdes dos fatores ambientais e
pressdes antropicas influenciam de forma continua a composi¢do da biodiversidade aquatica,
esses resultados refor¢am os estudos de CLOERN et al. (2016) e ZHANG et al. (2023), que
destacam que o uso de novas ferramentas como DNA metabarcoding podem ampliar e ser uma

alternativa complementar em atividade de monitoramento.

Diante disso, o primeiro artigo mostrou que a biodiversidade do CESM responde de
maneira intensa as variagdes ambientais. A elevada heterogeneidade observada, em especial
nos anos de 2022 e 2023, refletiu através da B-diversidade uma reorganiza¢ao das comunidades,
marcada por substituicdo de taxons e pela interagdo de grupos com diferentes tolerancias
ecoldgicas. Fatores estressantes associados as mudangas climaticas, exercem forte pressao
sobre 0s organismos aquéticos, influenciando sua fisiologia e distribuigio (ROTHIG et al.,
2023; SHUNK et al., 2024). O clima da costa amazonica exerce papel central nas interagdes

eco-hidroldgicas, influenciando a B-diversidade (CAVALCANTI-LIMA et al., 2023).

O segundo artigo teve como objetivo ampliar o conhecimento sobre a biodiversidade
local e oferecer uma abordagem complementar para o monitoramento de ecossistemas
aquaticos, demonstrando a eficiéncia do eDNA na identificacio de microrganismos e
metazoarios, com o registro de 39 filos eucaridticos. Mesmo em um ambiente altamente
dindmico e turvo como o CESM, os resultados foram satisfatorios. A combinacdo dos
marcadores 18S e COI ampliou a cobertura taxondmica, permitindo a detec¢do de grupos nao
observados pela metodologia classica, com o 18S destacando-se na identificacdo de
fitoplancton e microrganismos, € o COI na caracterizagdo de metazoarios. O gene 18S rRNA
tem se mostrado eficiente na deteccao de microrganismos e grupos fitoplanctonicos, com bom
desempenho ja4 comprovado em outros estudos (LIU et al., 2021; XU et al.,2023; CHEN et al.,
2025). Assim, o DNA metabarcoding se mostra uma ferramenta promissora para complementar
técnicas tradicionais no monitoramento de ambientes costeiros, com potencial de aplicagdo em

ecossistemas com caracteristicas semelhantes.

Conforme observado, a comunidade fitoplanctonica foi o grupo com maior nimero de
sequéncias disponiveis e com o maior nivel de informacdes taxondmicas obtidas por meio da

técnica de eDNA. Por isso, buscou-se detalhar mais profundamente os processos ecoldgicos



166
desse grupo, indicando os fatores que modulam sua ocorréncia, bem como compreender o
estado trofico do ambiente. No artigo 3, os resultados revelaram que o CESM foi classificado
como eutrdfico, e a presenga de diatomaceas potencialmente nocivas, reforca que alteragdes
nos padroes e qualidade da agua relacionadas a intensa atividade antropica modulam a
distribuicao e a abundancia de organismos que compdem a base da cadeia alimentar aquatica,
podendo comprometer toda a cadeia tréfica (FURTADO et al., 2025). A comunidade
fitoplanctonica responde de maneira sensivel a temperatura, salinidade, turbidez e aos
nutrientes, sobretudo nitrato e fosfato, o que explica por que alguns taxons mantém presenga
constante mesmo frente a mudangas sazonais. A ocorréncia de espécies nocivas também destaca

a vulnerabilidade de ecossistemas portuarios e a necessidade de ferramentas de monitoramento.

O quarto artigo fornece informagdes sobre desenvolvimento de primers especificos para
comunidade fitoplanctonica, em especial aqueles voltados para o marcador 18S. A selecdo e
validagdo in silico de conjuntos de primers otimizados amplia a eficdcia das andlises
moleculares e cria bases solidas para futuros protocolos de monitoramento (SCHULER, 1997;
KALENDAR et al., 2017). Esses avancos permitem que o eDNA se torne cada vez mais preciso
em ambientes tropicais estuarinos, onde a turbidez e a variabilidade hidrologica geralmente

prejudicam as analises (FURTADO et al., 2024).

Com os achados obtidos neste estudo, reforcamos a necessidade do monitoramento
continuo da regido e recomendamos fortemente o uso da técnica de eDNA para estudos voltados
a detecgdo da presenga de espécies invasoras, vulneraveis e de importincia ecologica e
econdmica. Dessa forma, os resultados aqui apresentados destacam a importancia de avaliar o
ambiente de uma forma integrada principalmente um sistema altamente dindmico, diverso e sob
intenso processo de degradagdo, onde aliar o uso de métodos tradicionais e moleculares se torna
uma ferramenta util no entendimento da estrutura da biodiversidade local, no monitoramento e

na gestdo ambiental.



167
8 CONCLUSOES

Neste estudo, avaliamos os resultados da biodiversidade obtidos através das
metodologias convencionais no CESM, sendo possivel registrar a presenga de 289 taxons
distribuidas entre os reinos Eubacteria, Chromista, Plantae e Animalia, identificados nas
estacdes chuvosa e de estiagem entre os anos de 2018 e 2023. Os dados ambientais revelaram
alta heterogeneidade entre os periodos sazonais e entre os anos de estudo, principalmente no
periodo seco. Os filos que compreendem organismos fitoplanctonicos, peixes, artropodes e
moluscos foram os mais ricos em niamero de espécies. Observou-se que fatores nutricionais
podem influenciar a ocorréncia de certos grupos fitoplanctonicos, que, por sua vez, estao
associados aos demais niveis da teia alimentar. Para alguns grupos, como diatomadceas,
organismos bentonicos e peixes, a ampla ocorréncia ao longo de todo o ano se deve ao fato de
tolerarem bem variagcdes na salinidade e nas cargas de nutrientes. Moluscos e artropodes
também registraram um numero significativo de espécies e ocorréncias, sendo que algumas
espécies foram observadas exclusivamente na estagdo chuvosa ou seca, evidenciando mudancas

na comunidade influenciadas por variagdes nos fatores ambientais.

O resultados revelaram sequéncias recuperadas para os dominios Archaea, Bacteria e
Eukaryota, com registro de 39 filos eucaridticos. Entre eles, grupos mais abundantes em nimero
de sequéncias como fitoplancton como Ochrophyta, Dinoflagellata e Chlorophyta, fungos
(Ascomycota e Basidiomycota) e bactérias (Proteobacteria e Planctomycetes), além como
metazoarios representados por Arthropoda, Mollusca, Chordata e Annelida. O marcador 18S
apresentou maior rendimento e capturou ampla diversidade de microeucariotos, enquanto o
COI, embora menos especifico, contribuiu para a deteccdo de metazoarios, reforcando que
abordagens que dois ou mais marcadores sdo mais adequadas para caracterizar comunidades

complexas.

Foi possivel observar um ambiente em condigdes eutrdficas, causadas tanto pela carga
natural de nutrientes quanto pelo langamento de efluentes domésticos e industriais provenientes
das atividades desenvolvidas na area. Com base na identificagdo do fitoplancton, foram
encontradas quatro espécies potencialmente nocivas (Pseudo-nitzschia pungens, Coscinodiscus
centralis, Thalassiora subtilis e Skeletonema costatum), além disso, os indices ecologicos
indicaram baixa diversidade e moderada riqueza de espécies, sugerindo que estas espécies estao
adaptadas as condigdes locais. Os resultados mostraram que as condi¢des hidroldgicas
(temperatura, salinidade e turbidez), nutrientes (nitrato e fosfato) e indice trofico foram as
varidveis preditoras responsaveis por influenciar e modular a comunidade fitoplanctonica.

Portanto, o uso combinado de indices tréficos e ecologicos mostrou-se como uma ferramenta
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eficiente na avaliagdo da qualidade da 4gua e da dindmica do fitoplancton, indicando o cendrio
atual do CESM que possui significativa relevancia econdmica, social e ecoldgica e este fato
reforca o estabelecimento de medidas mitigadoras referente as a¢des antropicas realizadas na

area de estudo.

Por fim, os resultados obtidos na avaliacado in silico revelaram a dominancia de espécies
de diatomaceas em relagdo aos demais grupos. O filo Bacillariophyta obteve o maior numero
de sequéncias disponiveis nos bancos de dados publicos, o que auxilia diretamente na realizagao
de estudos ligados ao metabarcoding. Os primers desenvolvidos neste estudo (DFS-F1, DFS-
F2, DFS-F3, DFS-F4 ¢ DFS-F5) foram eficazes na identificacao de fitoplancton a nivel de
espécie na regido. Apesar de algumas restricdes apontadas por autores, o marcador 18S
mostrou-se eficiente para a comunidade fitoplanctonica estudada. Esses resultados enriquecem
a literatura sobre protocolos eDNA, auxiliando na escolha do marcador molecular e dos

primers, tornando o trabalho mais eficiente e pratico.

Esses resultados, demonstram a importancia do estudo de diferentes grupos e como os
fatores ambientais influenciam na distribuicdo desses organismos. O uso do eDNA ¢ sensivel
para a regido em estudo e revelam o potencial da técnica que, utilizada em associacdo com as
demais métodos tradicionais de inventario, podera contribuir para o melhor entendimento da

comunidade e reforgar a elaboracao de estratégias de monitoramento e conservacao de espécies.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kegynwonis Inserted in a region known as the Amazon Macrotidal Mangrove Coast (AMMC), the Sio Mareos Estuarine
Eutrephication Complex (SMEC) has presented & scenario of continuous contamination caused mainly by the discharge of do-
Trophic index mestic, agricultural, and port sewage. Therefore, this study aims to be the first to determine the trophic state of
Poplplaieecs SMEC, azsess the ecological stams of the phytoplankton community, and apply additive models to investigate the

main environmental parameters that drive phytoplankton. Collections were carried out during the dry season
{September and December/2018) and the rainy sesson (March and June/2019). Seasonal influence on envi-
ronmental and biological factors was observed, especially those used to classify water quality. Based on the
Multimetric Trophic Index (TRIX), SMEC was clessified as eatrophic, and the general nutritional status of
phytoplankton revealed that the system was predominantly nitrogen-limited. The phytoplankton community was
dominated by diatoms, with emphasis on the presence of potentially harmiful species such & Pseudo-nitzschia
pungens, Coscinodiscus cenralis, Thalswsinare sdeilis and Skelstonema costaruim, which can canse ecological and
economic losses in the environment. Such species contributed to the low diversity and moderate richness, Hy-
drological variables such as temperarure, salinity, and rbidity, in sdditon to nurrients, especially nitrare and
phosphate, were the main parameters controlling phytoplankien soructure and sbundance, revealing an indicator
community well adapted to local conditions. Overall, the integrated study of trophic and ecobogical indices in the
SMEC appeared to be sensitive to changes in warer quality, being an efficient ool to indicase the current scenario
wf this environment.

Sdo Marcos esiuarine complex:

1. Introduction and maintenance) {Cav 2020; Zapata et al,, 2018} As a

result, they present socio-economic importance for harbor activities,

jcanti et al,

etal.,

odrigues

Estuaries are highly dynamic environments acting as interface zones
between the continents and oceans (Kumar oo 2020 Sweet
2022). These ecosystems are hlthy productive and function as b:l.ulu‘g-
ical filters, breeding areas, nurseries, and development of several spe-
cies, Additionally, tropical estuaries are among the most valuable
environments on the planet due to quantity and quality of ecosystem
services which they provide (e.g., food production, services of regulation

fishing and recreational activities (Franzen er al., 202
2020).

Despite the above, they are subject to natural processes such as
changes in climatic conditions, besides the ones caused by human beings
such as the disposal of wastewater that can cause variations in physi-
cochemical parameters, chi.n,gusm nutrient ba'lancz and the structure of
ham, 2012).
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo selecionar imiciadores para aplicacdo em analises de
metabarcoding (eDNA). visando o monitoramento da comunidade fitoplancténica em um
Complexo Estuarino na Costa Amazdnica. Inicialmente, foi realizado um levantamento
bibliografico de trabalhos publicados entre 2005 e 2023 nas principais bases de dados
(SciELO, Web of Science. ScienceDirect e Google Schelar) sobre as espécies
fitoplanctonicas da regidio. Apos isso, foi realizada a busca das sequéncias de referéncia
para as espécies registradas, com foco nos genes ribossomats 165, 185, 235 e no gene
mitocondrial Citocromo Oxidase Subunidade I (COI), contidas nos bancos gendmicos
(GenBank. SILVA e BOLD Systems). Para alinhar as sequéncias, fo1 usado o software
BicEdit e. para avahiar a quahidade dos pnimers desenvolvidos, foi utihizada a ferramenta
onhne OhgoAnalyzer 3.1. Os resultados mostraram que o filo Bacillariophyta fo1 o mais
representativo em nomero de espécies & sequéncias disponiveis. Dos marcadores
escolhidos, o gene 185 nibossomal obteve a maior niqueza de sequéncias depositadas nos
bancos de dados, especialmente no GenBank Cinco conjuntos de primers (DFS-F1, DFS-
F2, DF5-F3, DFS-F4 e I}FS -F5) foram desenhados in silico e validados virtualmente,
apresentando entre 19 e 22 pares de bases (pb). As temperaturas de fusio (Tmelting)
variaram entre 55,1°C e 58°C_ e a concentragio de GC% variou de 40,91% a 57.89%.
Portanto. esses resultados colaboram com a literatura sobre protocolos de eDNA,
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