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RESUMO GERAL

A Baia de Aratu, localizada na Baia de Todos os Santos, Bahia, Brasil, € uma enseada que
abriga ecossistemas estuarinos e manguezais, conhecidos por sua alta biodiversidade e
relevancia socioecondmica. Esses ecossistemas desempenham um papel essencial na
manutencdo da saude ambiental, servindo como areas de reproducdo e alimentagdo para
diversas espécies marinhas. A baia sustenta comunidades pesqueiras locais e tem grande
importancia econdmica devido a presenca de um dos principais portos industriais da regiao,
sendo um centro estratégico para atividades comerciais e logisticas. Contudo, enfrenta fortes
pressBes devido a intensa urbanizacdo, industrializacdo e trafego maritimo. Este estudo teve
como objetivo avaliar a biodiversidade da Baia de Aratu utilizando a técnica de
metabarcoding de DNA ambiental. A pesquisa foi estruturada em trés frentes: i) Avaliacdo da
biodiversidade da ictiofauna utilizando o gene 12S rRNA,; ii) Analise da biodiversidade de
eucariotos e o papel do DNA ambiental na deteccdo de espécies nativas e exoticas através do
gene 18S rRNA,; iii) Investigacdo da diversidade das comunidades procarioticas por meio do
gene 16S rRNA. Através do uso do metabarcoding 12S rRNA no estudo da ictiofauna, foi
possivel detectar espécies de peixes marinhos, abrangendo desde espécies tipicas de
manguezais ateé espécies oceanicas, incluindo algumas ndo documentadas na regido. A analise
de eucariotos, por meio do 18S rRNA, revelou uma comunidade diversa, com a presenca de
espécies nao indigenas potencialmente invasoras, sublinhando a relevancia do monitoramento
continuo para controlar bioinvas@es. O estudo das comunidades procariéticas, usando o 16S
rRNA, evidenciou uma diversidade significativa de grupos funcionais, desde patogénicos até
biorremediadores, destacando o papel ecoldgico essencial desses microrganismos para a
qualidade ambiental da baia. Por fim, a técnica de metabarcoding mostrou-se extremamente
eficaz ao proporcionar uma visdo abrangente da biodiversidade, confirmando-se como uma
metodologia eficiente para monitoramento em ecossistemas costeiros complexos. Este estudo
criou um ponto de partida essencial para futuras pesquisas e acbes de conservacao,

consolidando seu caréater pioneiro na regiao.

Palavras-chave: Baia de Todos os Santos, Conservacdo, Monitoramento, Biodiversidade,
DNA Ambiental, Metagendmica.



ABSTRACT

Aratu Bay, located in the Bay of All Saints, Bahia, Brazil, is an inlet that houses estuarine
ecosystems and mangroves, known for their high biodiversity and socio-economic relevance.
These ecosystems play a crucial role in maintaining environmental health, serving as breeding
and feeding grounds for various marine species. The bay sustains local fishing communities
and has significant economic importance due to the presence of one of the main industrial
ports in the region, being a strategic center for commercial and logistical activities. However,
it faces strong pressures due to intense urbanization, industrialization, and maritime traffic.
This study aimed to assess the biodiversity of Aratu Bay using the environmental DNA
metabarcoding technique. The research was structured into three main areas: i) Evaluation of
ichthyofauna biodiversity using the 12S rRNA gene; ii) Analysis of eukaryotic biodiversity
and the role of environmental DNA in detecting native and exotic species through the 18S
rRNA gene; iii) Investigation of prokaryotic community diversity using the 16S rRNA gene.
By using 12S rRNA metabarcoding in the study of ichthyofauna, it was possible to detect
marine fish species, ranging from mangrove species to oceanic species, including some not
previously documented in the region. The analysis of eukaryotes, through the 18S rRNA
gene, revealed a diverse community, with the presence of potentially invasive non-indigenous
species, highlighting the importance of continuous monitoring to control bioinvasions. The
study of prokaryotic communities, using the 16S rRNA gene, showed a significant diversity
of functional groups, from pathogenic to bioremediators, emphasizing the essential ecological
role of these microorganisms for the environmental quality of the bay. Finally, the
metabarcoding technique proved to be highly effective in providing a comprehensive view of
biodiversity, confirming itself as an efficient methodology for monitoring in complex coastal
ecosystems. This study not only explored the use of this technology in Aratu Bay but also
created an essential starting point for future research and conservation actions, solidifying its

pioneering role in the region.

Keywords: Todos os Santos Bay, Conservation, Monitoring, Biodiversity, Environmental
DNA, Metagenomics.
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1  INTRODUCAO GERAL

Os manguezais, estdo entre os habitats mais ricos em carbono da biosfera, cobrindo
menos de 1% da zona costeira global, mas contribuem com quase 15% para o acumulo de
carbono nos sedimentos marinhos (Alongi, 2014; Sidik et al., 2018). Eles ocupam apenas
0,5% da éarea costeira global, mas tem o maior estoque de densidade de carbono orgénico
(CO) de qualquer ecossistema (Alongi, 2022). A partir do sequestro de carbono nos
ecossistemas de manguezais, hd uma reducdo da poluicdo ambiental, desempenhando um
papel importante no equilibrio dos ecossistemas, ajudando a superar os problemas das
alteracGes climaticas e proporcionando uma boa condicdo ambiental para o planeta
(Murdiyarso et al., 2015; Sreelekshmi et al., 2021).

Reconhecidos por sua grande diversidade biologica, eles fornecem diversos servigcos
ecossistémicos e beneficios socioecondmicos (Hochard et al., 2019; Friess et al., 2020)
(Figura 1). Os manguezais e 0 mar, portanto, sdo ecossistemas e regides prioritarias,
respectivamente para a conservacdo global (Bunting et al., 2022). Espera-se que, ao proceder
com a restauracdo dos manguezais, as condi¢Bes de vegetacdo e sedimentos melhorem com a
idade dos povoamentos (Salmo et al., 2013). Posteriormente, observa-se um aprimoramento
nas assembleias faunisticas e nos indicadores associados a teia alimentar (Salmo et al., 2017;
Basyuni et al., 2022). Portanto, € necessario obter e compreender com precisdo as
distribuicdes espaciais e dinamicas destas areas, para formular politicas de restauracdo e
monitoramento regular das espécies (Zhang et al., 2023).

O Brasil é detentor de uma das mais extensas areas de manguezais do mundo, sendo
aproximadamente 9.900km2. Os estados do Maranh&o, Para, Amapa e Bahia, sdo as unidades
federativas com a maior cobertura de manguezais do pais, atingindo ~4350 km2 (~46% da
cobertura nacional), ~2100 km2 (~22%), ~830 km2 (~9%) e ~ 670 km2 (~7%),
respectivamente, em 2018. Juntos, os quatro estados representam ~85% da cobertura de
manguezais do Brasil (Diniz et al., 2019). As maiores concentra¢fes de manguezais na Bahia

encontram-se no Baixo Sul, abrangendo os municipios de Valenga a Marau (Ramos, 2002).
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Valor ecolégico:
« Resiliéncia as mudangas climaticas;
« Conservagao da biodiversidade;
« Corredores de migragao;
. Areas de alimentagio para diversas espécies;
« Habitat bergario de espécies marinhas.

Utilidade direta:
« Agricultura;
« Pesca;

« Alimentagio;
« Turismo;
« Madeireira.

Utilidade indireta:
« Protegdo costeira;
- Filtragem de poluentes;
» Manuten¢io da qualidade do ar;
« Controle biologico;
« Ciclagem de nutrientes;
« Pesquisa cientifica.

Figura 1: Servigos fornecidos pelos ecossistemas de manguezais. Fonte: Santiago, 2024.

Avancos recentes em gendmica ambiental e o surgimento de tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (NGS), estdo mudando a capacidade de avaliar a
composicdo de comunidades, incluindo a caracterizag¢do da biodiversidade invisivel. Através
do metacddigo de barras (metabarcoding) de DNA ambiental (eDNA), avalia-se a diversidade
de organismos e microrganismos em baixa resolucdo taxonémica a partir de fragmentos
genéticos contidos em amostra ambientais (sedimento, agua, ar) (Taberlet et al., 2012; 2018).

Nesse contexto, este estudo apresenta uma caracterizagdo molecular das
comunidades eucaridticas e procaridticas da Baia de Aratu, situada na Baia de Todos o0s
Santos, Bahia, Brasil, via metabarcoding de DNA ambiental. Esta area representa uma
interagdo complexa entre natureza e atividade antropica, destacando-se como um ambiente
multifacetado que combina recursos naturais, biodiversidade e desenvolvimento
socioecondmico. Afim de realizar analises de niveis tréficos na area, realizou-se a captura,
extracdo, amplificacdo e analise de eDNA, através de amostras de dgua e sedimento na baia.

No primeiro capitulo, apresenta a caracteriza¢do da comunidade de peixes encontrados
na Baia de Aratu, Bahia, Brasil, com énfase na diversidade filogenética e composicdo de
espécies, através do metabarcoding 12S rRNA. Além disso, buscamos validar uma

metodologia para captura de eDNA por meio da filtragem de amostras de agua.
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O segundo capitulo exibe as comunidades eucaridticas encontradas em amostras de
sedimentos préximas as rizosferas em areas de manguezal, bem como em amostras de agua
coletadas em diferentes pontos da baia. O objetivo € avaliar grupos potencialmente néo
indigenas (NIS) e suas possiveis relacbes com a agua de lastro.

O terceiro capitulo apresenta uma investigacdo sobre o perfil taxondmico dos grupos
procaridticos encontrados em sedimentos de mangue e coluna d’dgua em areas de manguezal

da baia, bem como caracterizando os grupos relacionados a biorremediacéo e patogenicidade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O DNA AMBIENTAL

2.1.1 Biomonitoramento molecular

O DNA ambiental ou eDNA (do inglés environmental DNA), é o material genético
que os organismos deixam em seu ambiente através de pelos, tecidos, urina, fezes, gametas ou
carcacas (Taberlet et al., 2012). A sele¢do da matriz ambiental para extracdo de eDNA pode
variar de acordo com os objetivos do estudo, incluindo op¢des como &gua, ar ou sedimentos,
complementando as técnicas tradicionais de monitorizacdo da diversidade biologica (Taberlet
et al., 2018; Polanco Fernandez et al., 2021).

O metabarcoding de eDNA é uma inovadora técnica que aplica primers universais e
sequenciamento de nova geracdo (NGS) para analises de DNA ambiental. Este método tem
sido amplamente adotado para realizar o sequenciamento abrangente de regides especificas de
metabarcoding em amostras de eDNA, assegurando uma detec¢do abrangente de espécies em
diversos niveis troficos e dominios da biodiversidade (Taberlet et al., 2012; Ushio et al.,
2017, 2018).

Existe uma distin¢do importante do metabarcoding em relacdo ao barcoding (outra
técnica explorada em estudos de eDNA). O metabarcoding utiliza primers universais,
possibilitando a deteccdo simultanea de milhdes de fragmentos de DNA (Pawloski et al.,
2018; Yang & Zhang, 2020), ampliando significativamente a escala e a diversidade das
especies que podem ser identificadas em uma Unica andlise. Por outro lado, o barcoding
utiliza primers especificos da espécie para identificar fragmentos de DNA de uma Unica
espécie em uma amostra ambiental (Strickland & Roberts, 2019; Togaki et al., 2020).

Os marcadores de codigo de barras ideais para cada estudo, devem ter variacao
interespecifica suficiente para distinguir espécies e, ainda baixa variacao intraespecifica para
agrupar organismos de uma espécie (Bohle & Gabaldén, 2012). Marcadores usados em
metabarcoding devem ter regies conservadas para ligacdo de primers, flanqueamento regides
divergentes para identificacdo taxonémica (Ushio et al., 2022).

O 18S rRNA, é comumente usado para metabarcoding de eucariotos e pode
distinguir taxons em nivel de familia ou género (Bucklin et al. 2016). Através do marcador
16S rRNA, é possivel determinar posicOes filogenéticas de comunidades procariéticas no
meio ambiente (Chun & Rainey, 2014), indicando a extensdo da informacao disponivel para a
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identificacdo de microrganismos. Por fim, a utilizacdo do marcador molecular 12S rRNA, tem
sido incorporado como uma ferramenta quantitativa para o eDNA de peixes 6sseos marinhos
(Stoeckle et al., 2022).

A aplicacdo do  metabarcoding de eDNA revolucionou a investigacdo em
biodiversidade, destacando-se por diversas vantagens significativas: (1) a sua notavel
velocidade em comparacdo com a avaliagdo tradicional da biodiversidade, tornando-o um
método eficiente e relativamente economico; (2) a simplicidade do processo de amostragem,
que é ndo invasivo ou destrutivo; (3) a capacidade de detectar espécies cripticas, enigmaticas
e evasivas; (4) a capacidade de identificar precocemente mudangas ambientais iminentes e
substanciais; (5) padronizacgéo e reprodutibilidade em diferentes fases e ambientes da vida; e
(6) a capacidade de avaliar simultaneamente a biodiversidade de uma ampla variedade de

organismos (Beng & Corlett, 2020).

2.1.2 Comparagdo com outros métodos tradicionais

Foi demonstrado que o uso do DNA ambiental supera a pesca elétrica, amostragem
com redes fyke e os levantamentos visuais para deteccdo de espécies com boa relagdo custo-
beneficio (Valentini et al., 2016; Hinlo et al., 2018; Takahashi et al., 2018). Por exemplo, um
pré-estudo demonstrou que um metabarcoding de eDNA, usando primers MiFish, permitiu a
deteccdo de mais de 230 espécies de peixes de agua do mar em um Unico estudo (Miya et al.,
2015).

Dejean et al. (2012) monitoraram uma invasdo de Lithobates catesbeianus (ra-touro
americana), onde o eDNA detectou a espécie em cinco vezes mais lagoas do que
levantamentos visuais. Monitorando frentes de invasdo, foram necessarios 93 dias de
investigagdo para detectar uma carpa num afluente que testou positivo através de métodos
baseados em eDNA (Jerde et al., 2011). O mesmo estudo estimou que cada 100 amostras de
eDNA necessitavam de 40 pessoas-hora, ou 0,174 pessoas-dia por amostra.

Visto isso, 0 metabarcoding de eDNA, permite uma coleta de dados mais rapida, ndo
invasiva, 0 que pode ser especialmente relevante para espécies listadas quando a coleta é
considerada. Bem como, atender um maior namero de locais, incluindo pontos controles e
degradados (Wang et al., 2019; Saenz-Agudelo et al., 2022), além de acompanhar as

mudancas em toda a comunidade em resposta a recuperagao.
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2.1.3 Uso para deteccdo de tdxons ameagados

Os manguezais sdo habitats-chave de varias espécies ameacadas, como o dugongo
(Dugong dugon), macaco proboscide (Nasalis larvatus), arraia rugosa (Pastinachus
solocirostris) e o cavalo-marinho-de-cauda-de-tigre (Hippocampus comes). O monitoramento
de espécies-chaves ameacadas desempenha um papel crucial em ac¢Bes de conservacdo
embasadas em dados, mas continua sendo um desafio devido a falta de métodos padronizados,
a complexidade envolvida na identificacdo de espécies e a necessidade de especialistas em
determinadas espécies (Thomsen et al., 2012).

Os avancos recentes do sequenciamento de nova geracdo (NGS) tém possibilitado a
amplificacéo e sequenciamento simultaneos de diversos tdxons por meio de ensaios universais
ou taxonémicos de PCR. Através do metabarcoding de eDNA, consegue-se uma abordagem
rapida para o levantamento genético das espécies, proporcionando uma analise abrangente de
maltiplas espécies de forma simultdnea. Pois, o DNA ambiental fornece uma assinatura
molecular de todos os organismos dentro do ambiente (Taberlet et al., 2012). Possuindo
varias aplicacdes validadas no monitoramento de tdxons especificos ameagados.

O primeiro estudo de eDNA de répteis, publicado em 2014, desenvolveu um PCR
diagndstico para detectar a piton birmanesa (Python bivittatus), uma espécie semiaquéatica
invasora na Florida (Piaggio et al., 2013). A natureza arisca da piton, sua coloracdo criptica e
a ocupacdo de habitats aquaticos que eram logisticamente dificeis de pesquisar, levaram a
uma abordagem de captura de eDNA. Piaggio et al., (2013) desenvolveram um ensaio de
citocromo b mitocondrial especifico para Python bivittatus que foi aplicado em amostras de
agua de areas de campo no sul da Flérida, detectando com sucesso a espécie onde havia sido
observado anteriormente.

Postaire et al., (2020), realizou levantamentos em tubardes de recife de ponta preta
(Carcharhinus melanopterus), através do eDNA, usando PCR em tempo real detectando
mudangas espaco-temporais na abundancia que sdo comparaveis a extensas pesquisas de
pesca e telemetria acUstica, destacando o potencial do eDNA para monitorar populagdes de
tubardes e entender seus limites de habitat. Pesquisas de DNA ambiental também recuperaram
informacdes de nivel populacional para o tubardo-baleia (Rhincodon typus) (Sigsgaard et al.,
2017) via metabarcoding.

Assim, técnicas aditivas que possam detectar de forma rapida e confiavel espécies
ameacadas ou raras, como metodos de DNA ambiental (eDNA), sdo importantes para

avaliacdo e monitoramento populacional. A presenca e a recuperacdo de taxons ameagados



23

podem, portanto, ser usadas como uma métrica importante no monitoramento do sucesso da

restauracdo e conservagdo de manguezais.

2.1.4 Alerta para espécies invasoras

Nos manguezais, plantas invasoras e algas nocivas podem causar perda significativa
de biodiversidade e danos a funcdo do ecossistema (Nizam, 2024). Assim, a detecgéo precoce
e 0 monitoramento regular dessas espécies usando metabarcoding de eDNA e até mesmo
ensaios de qPCR especificos para espécies sdo cruciais para garantir 0 sucesso da restauracao
ecoldgica.

As espécies invasoras sao consideradas a segunda maior causa de extingdo de
especies (Bellard et al., 2016). Ao impactarem taxons especificos, as espécies invasoras
desestruturam os mais diversos ecossistemas (Simberloff et al., 2013). Em ambientes
marinhos, a maioria das espécies sdo introduzidas por conta do comércio internacional, seja
por agua de lastro ou incrustacoes.

Na Australia, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) estd sendo empregado para
monitorar as regides portuarias, através da andlise de organismos incrustados em placas de
assentamento (Koziol et al., 2019; Morgan et al., 2022). Além disso, com base em
informacdes biologicas da estrela invasora Asterias amurensis, foi sugerido que as
embarcacdes abastecam a agua de lastro nos meses em que a estrela ndo estd reproduzindo
(Hough & Dommisse, 2004; Ellis et al., 2021). Além do mais, mudancas significativas em
espécies indicadoras de copépodes como Paracalanus indicus e Hexanauplia detectadas por
metabarcoding de eDNA podem ser usadas para monitorar ondas de calor e seus impactos nos
ecossistemas costeiros (Berry et al., 2019).

No caso do peixe-ledo (Pterois volitans), além de campeonatos de captura, 0 uso do
invasor na culinaria também foi fomentado e o nimero de capturas aumentou (Malpica Cruz
et al., 2016; Anderson et al., 2017). O peixe-ledo possui alta fecundidade e maturidade sexual
precoce - em apenas 30 anos de invasdo se espalhou por toda a costa leste americana, Golfo
do México, Caribe e mais recentemente no Brasil (Luiz et al., 2021).

Outra espécie invasora conhecida, o coral sol (do género Tubastrea) apresenta
mecanismos de defesa quimica que inibem seus competidores e possiveis predadores, como
peixes (Lages et al., 2010). Ao aumentarem em abundancia e dominarem o ambiente
bentbnico, o coral sol reduz o recrutamento das espécies endémicas de coral, perpetuando
assim sua dominéncia no ambiente (Miranda et al., 2016). Além disso, o coral-sol altera as
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comunidades que eram predominantemente autotrdficas, transformando-as em comunidades
heterotroficas (Lages et al., 2011). Com isso, os peixes deixam de se alimentar em &reas com
alta predominancia do invasor, impactando significativamente as cadeias troficas (Miranda et
al., 2016).

Nogueira (2024), utilizou o metabarcoding de DNA ambiental para revelar a dieta da
tilapia de Mogambique (Oreochromis mossambicus), um peixe ciclideo invasor em areas de
manguezal. A espécie representa serias ameacas as comunidades aquaticas nativas em todo o
mundo por meio da competicdo por predacédo por alimento, habitat e locais de desova (Russell
etal., 2012).

Por fim, nem sempre a sociedade tem a percepcdo dos riscos que uma espécie
invasora representa. Mesmo que a erradicacdo ndo seja uma possibilidade viavel, conter a
populacdo invasora em densidades reduzidas € fundamental e pode resultar em efeitos
benéficos locais semelhantes aos de uma erradicagdo. Nesse contexto, o engajamento da
sociedade pode desempenhar um papel significativo como aliado nesses eventos.

Assim, o metabarcoding de eDNA pode atuar como uma ferramenta aditiva na
deteccdo precoce de espécies ndo indigenas e invasoras em baixas densidades, o que de outra
forma é desafiador de monitorar usando técnicas convencionais. Nisso, a presen¢a e a
recuperacdo de tdxons ameacados podem, portanto, ser usadas como uma métrica importante

no monitoramento da restauracdo de ecossistemas estuarianos e manguezais.

2.1.5 Amostragem em ambientes estuarinos

Ambientes estuarinos possuem sua hidrologia muito variada, podendo ser dinamica
no espaco-tempo, 0 que representa desafios para a deteccdo e interpretacdo do DNA
ambiental. Tanto o fluxo unidirecional quanto a influéncia das marés nos estuarios promovem
o transporte do eDNA a partir de suas fontes, ampliando as oportunidades de dispersao desde
0 ponto de origem.

Atualmente, falta-nos uma compreenséo clara da ecologia do eDNA — sua origem,
estado, transporte e destino (Stewart, 2019). Uma motivacdo chave para o uso do eDNA é o
fato de que todos os organismos deixam seu cédigo de DNA no ambiente (fezes, secrecdes,
células reprodutivas, tecidos epidérmicos ou carcacas), permitindo o isolamento direto sem
sinais Obvios da presenca do organismo (Taberlet et al., 2012). No entanto, 0 DNA liberado
por organismos aquaticos ou terrestres ndo € necessariamente concentrado no local de sua

liberacdo (Figura 2), essas fontes de eDNA podem ser rapidamente transportadas do local de
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liberacdo, incluindo lixivia¢do no solo, fluxo a jusante e dispersdo por correntes de agua (Rice
et al., 2018; Murakami et al., 2019).

Os estudrios apresentam turbidez elevada e variavel com mais frequéncia do que a
maioria dos ambientes de agua doce e marinhos. Particulas suspensas podem conter
compostos que inibem a PCR (Matheson et al., 2010), para coleta de 4gua, por exemplo, estes
fragmentos podem limitar os volumes de filtragdo nas amostras a medida em que os filtros

ficam obstruidos pelas particulas.

Meio abidtico

: .« Temperatura;
¢« Salinidade;

¢« Turbidez;

: . Luz ultravioleta;

Biologia do organismo fonte

« Espécie;
« Comportamento;
« Caracteristicas do tecido; .
« Caracteristicas individuais. O ——
.............. et
N

: » Compostos reativos;
%, + Substrato

e N
Persisténciae
declinio

Meio biético

Hidrologia « Biofilmes;

« Comunidades procaridticas;
« Nucleases extracelulares:

« Caracteristicas do site:
« Fluxo superficial e hiporreico:

« Correntes de maré ¢ de flutuabilidade;
« Correntes de ar.

« Vegetagio.

Derramamento

Figura 2: Diagrama representativo com exemplos dos fatores que impactam a concentracéo e
0 destino do eDNA em manguezais, incluindo elementos ambientais identificados ou

suspeitos de modificar sua amplitude e velocidade de dispersdo. Fonte: Santiago, 2024.

E improvavel que todos os organismos e microrganismos liberem quantidades iguais
de DNA no ambiente. E que ele se degrade de diferentes fontes na mesma taxa, mesmo sob
condic¢Bes ambientais semelhantes. Apds sua liberacao, as taxas de liberacdo e decaimento do
eDNA dependem de varios fatores bidticos (por exemplo, caracteristicas das fases de vida,
interacbes entre espécies, microrganismos) e abidticos (por exemplo, radiacdo UV,
temperatura, salinidade) (Pilliod et al., 2014; Klymus et al., 2015; Lacoursiéere-Roussel et al.,
2016; Stewart, 2019). Segundo Moyer (2014); Murakami (2019), o eDNA é mais abundante
na camada superior proxima a fonte (superficie), ou na camada inferior (longe da fonte).

Pilliod, (2014), detectaram eDNA apds 11 e 18 dias em amostras de agua que foram

armazenadas no escuro, mas 0 eDNA ndo era mais detectdvel em amostras que foram
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expostas ao sol pleno apds 8 dias. A temperatura afeta diretamente a taxa metabdlica de
alguns organismos (por exemplo, anfibios, invertebrados, répteis e peixes) e,
consequentemente, pode afetar fortemente a taxa de liberacdo de eDNA (Lacoursiere-Roussel
etal., 2016).

A compreensdo atual sobre a persisténcia do eDNA em diversas condi¢Ges
ambientais para diferentes espécies é reduzida. Porem, essa informagdo desempenha um papel
crucial ao determinar a janela de espaco tempo mais adequada para a conducéo de pesquisas
envolvendo eDNA. Pois, as condi¢cdes ambientais estdo em constante mudanca e podem ser

diferentes em cada local ao longo do ano.

2.2 DESAFIOS E PERSPECTIVAS

2.2.1 Bioinformatica e Ecologia

Nas Gltimas décadas, a bioinformatica revolucionou o tratamento de dados biologicos
moleculares, impulsionada pelo aumento na coleta e armazenamento de informacdes desde o
inicio do sequenciamento paralelo (Rosenheim & Gratton, 2017). Isso levou a avangos em
areas como aprendizado de maquina, mineracdo de dados e andlise inteligente, oferecendo
novas ferramentas para o tratamento dos resultados (Gueta & Carmel, 2016). A
bioinforméatica e a ecologia convergem na ecoinforméatica, que aplica tecnologia
computacional para analisar dados ecoldgicos (Recknagel, 2006; Hale & Hollister, 2009).

Esse campo emergente permite o estudo detalhado de organismos e microrganismos,
facilitando o monitoramento e 0 manejo sustentavel de ecossistemas complexos. As analises
metagendmicas, por exemplo, ajudam a explorar comunidades microbianas além dos limites
do cultivo laboratorial. A integracdo da bioinformética com a ciéncia ambiental tem mostrado
potencial para aprimorar 0 gerenciamento e a tomada de decisbes em ecossistemas,

contribuindo para esforcos de conservacdo e compreensdo das relacdes ecologicas.

2.2.2 Desafios de amostragem

O fluxo de trabalho de metabarcoding de eDNA, requer vérias etapas de manuseio e
manipulacdo de amostras - desde a coleta de amostras, preservagédo, extracdo de DNA,
amplificacdo, sequenciamento até a analise bioinformatica — apresentando multiplos desafios
técnicos (Ficetola et al. 2016; Deiner et al., 2017; Doi et al., 2019; Pifiol et al., 2019).
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A eficécia do trabalho é influenciada pela preservacao adequada da amostra, uma vez
que a degradacdo acelerada do eDNA, especialmente em climas tropicais quentes e umidos,
resulta na formacdo de fragmentos de DNA mais curtos, comprometendo o0 sucesso da
amplificacdo por PCR (Ruppert et al., 2019). Além disso, o potencial do DNA para viajar
através de meios como a agua podem afetar inferéncias de tendéncias espaco-temporais em
escala fina em espécies e comunidades (Taberlet et al., 2012; Goldberg et al., 2016; Deiner et
al., 2017; Hering et al., 2018).

Em estudos realizados em areas remotas, a logistica envolvida na preservacao de
amostras pode representar desafios significativos. Niveis elevados de inibicdo da PCR
também estdo associados a aguas turvas (Kumar et al., 2022), sendo que alguns inibidores,
como &cido humico, acido falvico, acido tanico e hematina, sdo naturalmente excretados no
ambiente por animais ou plantas (Sato et al., 2017; Minegishi et al., 2019; Uchii et al., 2019).

Em manguezais tropicais altamente biodiversos, a amplificacdo bem-sucedida do
eDNA depende fortemente de primer(s) de design adequado(s) que seja(m) especifico(s) e
sensivel (Coissac et al., 2012). Esses desafios teriam que ser diminuidos para facilitar a

padronizacdo do protocolo experimental.

2.2.3 Contaminacédo da amostra

Como o trabalho de metabarcoding de DNA ambiental envolve a deteccdo de
quantidade diminutas de DNA, através de matrizes ambientais (ar, agua, sedimento), o
processo para coleta de amostras é, portanto, propenso a contaminagdo. No campo, a
contaminacgdo pode ocorrer a partir de instrumentos para coleta, quando o DNA de uma ou
varias amostras é transferido involuntariamente para outra amostra, seja de outro local no
mesmo estudo ou de uma localidade desconhecida. I1sso geralmente ocorre quando 0 mesmo
equipamento de campo (por exemplo, microtubos, filtros, luvas) é usado repetidamente para
amostragem de diferentes locais sem tratamento completo (por exemplo, esterilizagéo,
autoclavagem) (Beng & Corlett, 2020).

No laboratério, o contdgio pode ocorrer quando o DNA remanescente de
experimentos moleculares anteriores (por exemplo, extracdo de DNA, amplificacgéo,
preparacdo de biblioteca e sequenciamento) se espalha em novas amostras ou quando o
mesmo equipamento de laboratorio (por exemplo, tubos, pipetas, bancadas) é repetidamente
usado para conduzir diferentes experimentos sem descontaminacdo completa (Beng & Corlett,
2020).
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2.2.4 Restricao de dados

Um fator-chave que limita atualmente a aplicagdo mais ampla do metabarcoding, se
da pela incompletude dos bancos de dados de sequéncias de referéncia para a maioria dos
organismos, isso € uma limitagcdo importante para estudos de biodiversidade usando eDNA
(Thomsen & Sigsgaard, 2019; Stoeckle et al., 2020). A analise de metabarcoding utiliza
sequéncias geneticas de referéncia (codigos de barras) correspondentes ao organismo e ao
gene, e mesmo 0s maiores repositérios de sequéncias existentes, como BioBank e GenBank,
enfrentam desafios na atribui¢do taxondmica.

A alocacdo de leituras de sequéncia a tdxons biologicamente implausiveis, que ndo
poderiam habitar a regido de estudo, representa um risco significativo ao utilizar um banco de
dados de sequéncias global. Sequéncias de referéncia para atribuicdo taxondmica estdo
disponiveis apenas para um ou alguns genes para a maioria das espécies e as regides
marcadoras alvo ndo podem resolver com precisdo a maioria dos grupos para espécies ou
niveis taxondbmicos mais altos devido a incompletude dos bancos de dados de sequéncias de
referéncia (Liu et al., 2019; Sigsgaard et al., 2019).

Isso demanda uma filtragem manual de resultados, impactando negativamente a
confianca do usuério final em abordagens de eDNA (Gold et al., 2021). Assim, a auséncia de
um banco de dados de referéncia abrangente é particularmente evidente em ecossistemas de
manguezais, porém pouco estudados (Jerde et al., 2021). Dado que a precisdo da identificacdo
de espécies por meio do metabarcoding de eDNA é diretamente proporcional a qualidade do
banco de dados de referéncia (Thomsen & Sigsgaard, 2019) limitando a aplicacdo do eDNA
em ecologia e conservacao.

Portanto, a criagdo de um banco de dados regional e abrangente é crucial para
viabilizar a aplicacdo efetiva do metabarcoding de eDNA como uma ferramenta padrdo de
biomonitoramento. Além disso, € necessario realizar mais pesquisas para superar as

limitacGes dos dados de eDNA, indo além da mera documentacédo da presenca de espécies.
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4 OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo geral de pesquisa foi realizar uma caracterizacdo molecular taxonémica da
comunidade procaridtica, eucaridtica, e peixes da Baia de Aratu, por meio do uso do
metabarcoding de DNA ambiental em amostras de agua e sedimento.

Objetivos especificos:

1. Avaliar a composicdo taxondmica das comunidades procarioticas e eucarioticas em
diferentes areas da Baia de Aratu;

2. Investigar o perfil taxondmico das comunidades procariéticas em diferentes matrizes
ambientais na Baia de Aratu;

3. Realizar andlise das comunidades de peixes marinhos encontradas via metabarcoding
12S rRNA;

4. ldentificar a presenca de espécies eucaridticas potencialmente nao indigenas;

5. Utilizar ferramentas em captura de eDNA para deteccdo rapida e eficiente de espécies

na Baia de Aratu.
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3) MATERIAIS E METODOS

A metodologia geral do trabalho sera apresentada a seguir, e as metodologias mais

especificas sdo apresentadas em detalhe nos artigos.

5.1.1 Areade estudo

A Baia de Aratu, situada na parte nordeste da Baia de Todos os Santos (BTS),
constitui-se num pequeno sistema que inclui a prépria baia e um canal de 4km de extensao
(Canal de Cotegipe), apesar de estreito (largura menor que 500 m), o canal € suficientemente
profundo (profundidade ~ 40 m) para permitir a passagem de grandes embarcagdes que
escoam a producdo industrial da regido. A baia possui uma area de aproximadamente 24,5
km2 sendo que 5,7 km2 (24% da area total) sdo ocupadas por areas intermarés, disposta entre
as coordenadas (-12°46°58.97°S-38°27'22.22”W) se comunicando com a Baia de Todos os

Santos (BTS) através do canal de Cotegipe (Figura 3).
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Figura 3: Localizacdo da Baia de Aratu, situada na Baia de Todos os Santos, Bahia, Brasil.
Fonte: Santiago, 2024.
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A Baia de Aratu, uma das areas de maior pressdo antropica na Baia de Todos os
Santos, é cercada por diversas atividades humanas, incluindo marinas, industrias como a Dow
Quimica S.A. e M. Dias Branco, a Base Naval de Aratu e o Porto de Aratu. As zonas
intermareais, que se estendem por grande parte da costa da baia (4,4 km?), juntamente com as
areas ndo vegetadas (1,3 km?), sdo caracteristicas predominantes, especialmente nas enseadas
e nas desembocaduras dos pequenos rios (Cirano & Lessa, 2007).

A hidrodinamica da baia é influenciada pela entrada de agua doce de trés pequenas
bacias de drenagem: Macaco (9,57 km?), St. Maria (23,19 km?) e Engenho de Baixo (20,71
km?) (Cirano & Lessa, 2007). Essa dindmica permite a entrada de substancias em suspensédo
na coluna d'agua através do Canal de Cotegipe, enquanto exporta apenas aquelas que
permanecem na metade superior. Como resultado, a Baia de Aratu atua como um depdsito
final para vérias substancias, o que pode alterar a qualidade da agua e do substrato, afetando o
ecossistema local.

A vegetacdo de manguezal, composta por espécies como 0 mangue-vermelho
(Rhizophora mangle) 12°47'46.13" S 38°27'15.83" O, mangue-preto (Avicennia schaueriana)
12°47'5.28"S  38°27'47.94" O e mangue-branco  (Laguncularia  racemosa)
12°48'15.27"S38°28'32.13" O, desempenham um papel crucial na protecdo da costa contra
erosdo, no ciclo de nutrientes e como habitat para uma diversidade de espécies (Figura 4).

Figura 4: Espécies de plantas encontradas na Baia de Aratu: a) Mangue-vermelho; b)
Mangue-preto; c) Mangue-branco. Fonte: Santiago, 2024.

No que tange a geomorfologia, pode ser classificada como uma baia de maré, que é

um estuério diferenciado, formado por processos tectdnicos de larga escala (Queiroz &
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Celino, 2008). O clima da regido, é caracterizado como tropical imido, com um marcante
ciclo sazonal, possuindo duas estagfes bem definidas ao longo do ano, uma estacdo chuvosa
(marco a julho) e outra seca englobando no restante do ano (Queiroz & Celino, 2008).

5.1.2 Coleta de amostras

Foi realizado um recorte da area da Baia de Aratu, onde foram coletadas amostras de
sedimento e agua distribuidas por 12 pontos pela Baia de Aratu. As viagens de campo
ocorreram em trés campanhas, nos meses de margo, junho e setembro de 2023. Foram
coletadas as amostras de sedimentos proximos as rizosferas em areas de manguezais, sendo (5
~ 10 cm) de profundidade da zona superficial, e amostras de dgua foram coletadas (1 ~ 2 m)

da coluna d’agua.

5.1.3 Preparagéo das amostras e sequenciamento dos amplicons

O DNA genomico total das matrizes ambientais (agua e sedimento) foi extraido
através do kit comercial Quick-DNA/ RNA Viral (Zymo Research), seguindo as orientaces
do fabricante. Apds a extragdo do DNA, foi realizado o PCR para amplificar as regides. O
sequenciamento foi realizado na empresa de biotecnologia Neoprospecta, localizada em
Florianopolis, Santa Catarina, Brasil. Foram utilizados o0s seguintes primers para

sequenciamento das amostras (Tabela 1).

Tabela 1: Primers utilizados no presente estudo.

NOME DO PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER REGIAO
F-1183 AATTTGACTCAACACGGG
EUCARIOTOS R-1631 TACAAAGGGCAGGGACG Ve
341F CCTACGGGRSGCAGCAG
PROCARIOTOS 806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT v3iva
MiFish_UF GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC
MiFish_EF GTTGGTAAATCTCGTGCCAGC
PEIXES MiFish_tunaF CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG V5
MiFish_ER CATAGTGGGGTATCTAATCCTAGTTTG
MiFish_tunaR TTGCCAGTGGCAGCTACGATC

As bibliotecas foram sequenciadas utilizando o equipamento MiSeq Sequencing

System (lllumina Inc., USA), seguindo os protocolos do fabricante, sendo sequenciamento
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single-end. Apos a demultiplexacdo, os dados foram armazenados na plataforma BaseSpace

para subsequente analise bioinformatica.

5.1.4 Tratamento dos dados

Os dados gendmicos obtidos foram analisados por meio de ferramentas de
bioinforméatica. As sequéncias foram submetidas a filtros de qualidade e eliminacdo de
adaptadores com o uso da ferramenta Trimmomatic (Cock et al., 2009). Os passos posteriores
foram realizados através de ferramentas estatisticas, para visualizagdo grafica dos dados de
abundancia por amostra, foi utilizado o programa SigmaPlot versdo 14.5 (Systat Software
Inc., San Jose, Califérnia, EUA), para testes estatisticos e criagdo de graficos taxonémicos das
amostras. Por fim, as taxas de reads (sequéncias) por amostras, foram tabuladas e plotadas no

Excel.
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6 BIODIVERSIDADE ICTIOLOGICA DA BAIA DE ARATU, BAHIA, BRASIL,
POR MEIO DO METABARCODING 12S rRNA

Artigo seguindo as normas de submisséo para revista Environmental DNA.

Environmental DNA - Wiley Online Library

6.1 RESUMO

Compreender a biodiversidade de macroorganismos em ambientes estuarinos através de
maltiplas dimensdes, € um aspecto importante o para avango de nosso entendimento das
comunidades de peixes, bem como, promover a conservacao da diversidade. Com o advento
da tecnologia do metabarcoding de DNA Ambiental (eDNA), conseguimos 0 exame
simultaneo de aspectos genéticos e ndo genéticos da diversidade destes animais. Neste estudo,
nosso foco foi caracterizar a comunidade de peixes na Baia de Aratu, Bahia, Brasil, com
énfase na diversidade filogenética e composicdo de espécies, através do metabarcoding 12S
rRNA. Para a coleta das amostras, adotamos um método ndo invasivo com o uso de uma mini
lavadora portatil acoplada a filtros de membrana de celulose de 0,47 pum, que retiveram o
eDNA, garantindo sua integridade. Obtivemos um total de 23.414 sequéncias de uma
assembleia diversificada de peixes, abrangendo 22 taxons. Espécies como Ctenogobius sp. e
Mugil curema foram encontradas em mais de um periodo, enquanto outras, como Sphoeroides
testudineus e Gerres cinereus, apareceram em momentos especificos, sugerindo respostas as
variacdes ambientais. Nossa abordagem, tem o potencial de servir como uma ferramenta de
escolha (ou aditiva) para o monitoramento da biodiversidade de peixes de ecossistemas de
manguezal. Pois, as amostras marinhas contém assinaturas moleculares caracteristicas do
habitat e o monitoramento do eDNA pode cobrir eficientemente a diversidade de vertebrados
em escalas relevantes para a conservacao de peixes. Por fim, destacamos a eficacia da técnica
de metabarcoding como uma ferramenta sensivel e ndo invasiva para 0 monitoramento da
biodiversidade de peixes na Baia de Aratu, permitindo a detecgdo de espécies de dificil acesso

ou baixa abundancia.

Palavras chave: Baia de Todos os Santos, Manguezal, Ictiofauna, Monitoramento ambiental,

Metagenémica, DNA ambiental.


https://onlinelibrary.wiley.com/journal/26374943
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6.2 INTRODUCAO

Devido ao estresse global da pesca e ao declinio das populacdes de peixes, faz-se
necessario a investigacdo de novas técnicas para um biomonitoramento sobre a dindmica
populacional e conservagao dessas espécies (Todd et al., 2019; Zhen Li et al., 2021; Kume et
al., 2021). As abordagens de um monitoramento das populagdes de peixes marinhos, sdo
geralmente baseadas em métodos tradicionais (captura, sonar e visual) (Lacoursiere-Roussel
et al., 2018; Stoeckle et al., 2021). No entanto, essas técnicas sdo invasivas e possuem um
impacto ecoldgico negativo, em que estressam 0 habitat e as comunidades e, na maioria dos
casos, sao letais para os organismos. Além disso, possuem custos relativamente altos, pois,
precisam de pessoal e equipamentos especializados (Lacoursiére-Roussel et al., 2016).

A coleta e analise do DNA ambiental (eDNA) tornou-se uma adicdo valiosa as
técnicas de pesquisa atuais para o estudo das comunidades bioldgicas (Ficetola & Taberlet,
2023). Transformando rapidamente a forma como ecologistas e gestores conduzem avalia¢fes
de biodiversidade (Takahashi et al., 2023). O eDNA refere-se ao material genético que é
derramado pelos organismos em seu ambiente (escamas, tecidos, urina, fezes, gametas)
(Taberlet et al., 2012; Deiner et al., 2017). Ele pode persistir no ambiente por dias a semanas
(Thomsen et al., 2012; Collins et al., 2018), e a analise de eDNA fornece uma resposta rapida
dos organismos que habitaram recentemente a area. Essa caracteristica do eDNA ¢é beneéfica
para monitorar peixes altamente maoveis.

Entre as técnicas baseadas em eDNA, o metabarcoding de DNA ambiental avancou
como uma ferramenta valiosa na identificacdo para espécies de peixes, abrangendo uma
riqueza simultanea taxonémica mais ampla destas comunidades (Deiner et al., 2021). Por
meio dessa técnica, o eDNA de amostragem é extraido, amplificado, sequenciado e
identificado com base nos cddigos de barras de DNA gerados para identificacdo de vérias
espécies presentes em uma determinada amostra (sedimento ou agua) (Stoeckle et al., 2010;
Miya et al., 2015, 2020).

Nesse contexto, a Baia de Aratu, Bahia, Brasil, localizada em uma area estuarina e de
manguezal, € um ambiente de alta biodiversidade e relevancia ecoldgica, onde a preservacdo
das espécies de peixes é fundamental tanto para a conservacdo ambiental quanto para a
sustentabilidade das comunidades locais que dependem desses recursos. Neste estudo,
avaliamos de forma abrangente a diversidade da ictiofauna da Baia de Aratu, por meio do

metabarcoding de eDNA. Para isso, empregamos 0s primers universais MiFish altamente
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recomendados, especificamente projetados para atingir a regido 12S rRNA das mitocondrias
de peixes (Miya et al., 2015).

Analisamos 0 eDNA de peixes marinhos em amostras de agua coletadas durante os
meses de marco, junho e setembro de 2023. Utilizando uma metodologia acessivel (lavadora
mini wap portatil), para amostragem de coleta do DNA ambiental. Procuramos inspirar
iniciativas semelhantes na pesquisa da biodiversidade de peixes marinhos para uma melhor

compreensdo da biodiversidade em grupos taxondmicos e ecossistemas de manguezais.

6.3 MATERIAIS E METODOS

6.3.1 Local de amostragem

O presente estudo foi realizado na Baia de Aratu, situada na parte nordeste da Baia
de Todos os Santos (BTS), Bahia, Brasil (Figura 1). A BTS é a maior baia do Brasil, e um dos
ecossistemas mais importantes do pais. A Baia de Aratu, constitui-se num pequeno sistema
que inclui a propria baia e um canal de 4km de extensdo (Canal de Cotegipe), apesar de
estreito (largura menor que 500 m), o canal é suficientemente profundo (profundidade ~ 40
m) (Cirano & Lessa, 2009) para permitir a passagem de grandes embarcagfes que escoam a
producdo industrial da regido.

A Baia possui uma area de aproximadamente 24,5 km2 sendo que 5,7 km? (24% da
area total) sdo ocupadas por areas intermarés, disposta entre as coordenadas 12°47'1"S e
38°28'2"W, se comunicando com a Baia de Todos os Santos (BTS) através do canal de
Cotegipe (Cirano & Lessa, 2009). Abrigando assim, uma combinacdo de atividades

industriais e uma rica biodiversidade.
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Para amostragem do eDNA, foram realizadas 3 campanhas, nos meses de marco,

junho e setembro de 2023, sendo selecionados 12 pontos na Baia (Tabela 1).

Tabela 1. Coordenadas dos pontos coletados e datas das campanhas realizadas.

Pontos Latitude Longitude Datas

1 12°4751.11"S  38°27'21.20"0

11 12°47'58"S 38°27'23"0
2 12°48337"S  38°27'30.03"0

21 12°48935'S  38°27'28.04"0 J#coleta 13/marco/2023
3 12°481527"S  38°28'32.13"0

31 12°48725.68"S 38°28'35"0 _
4 12°47'39.70"S  38°28'10.86"0 2* coleta 05/junho/2023

4,1 12°47'43.62"S

38°28'31.68"0O

4,2 12°47'30.24"S

38°28'28.54"0

5 12°47'5.86"S

38°27'59.72"0

51 12°47'5.28"S

38°27'47.94"0

6 12°47'46.13"S

38°27'15.83"0

32 coleta 14/setembro/2023
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Os locais de amostragem foram selecionados com base na entrada e saida de
embarcagdes na Baia, bem como, locais que possuiam acBes antrOpicas (area de pesca,
industrial, marina) (Figura 2).
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Figura 2. Locais de amostragem na Baia de aratu. No total, foram amostrados 12 locais para

coleta de 4gua. Fonte: Santiago, 2024.

As amostras de agua foram coletadas através de um sistema de bombeamento de
succdo modificado (lavadora mini wap portatil, com uma mangueira acoplada e na saida um
sistema de irrigacdo) com especificacGes de 10,5 x 36,5 x 28,5 cm; 2,09 quilogramas, modelo
DS12719, bivolt, com bateria litio de 96VVF. Sendo o volume padrédo de captacdo de dgua de
1L por amostra (Figura 3).

A filtracdo foi realizada utilizando filtros de membrana de celulose — Sartorius (0.47
mm) de diametro e tamanho de poro de 0,45 uM. Ao final de cada coleta, foi adicionado 500
uL de shield (solucéo estabilizante de DNA e RNA para preservacao da integridade genética
da amostra) em cada microtubo com os filtros, e em seguida foram acondicionados em uma
caixa térmica com gelo, sendo transferidas para o Laboratério de Microbiologia Ambiental e
Saude Publica (LAMASP) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia.
Onde foram armazenados em -20°C antes da extracdo de DNA.
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Figura 3. a) Demonstracdo da captura do eDNA em amostras de agua; b) filtro saturado apds
atingir 1L de &gua coletada; c) filtros armazenados com shield para conservacdo d) ferramenta

utilizada para captura de amostras.

E importante destacar que, nenhum animal foi alojado ou experimentado como parte

deste estudo e nenhuma espécie ameacgada ou protegida foi coletada.

6.3.3 Extracdo de DNA

Foi utilizado um pool de amostras de agua para a captura de eDNA de peixes
marinhos para extragdo de DNA. Os 12 pontos de coleta foram agrupados em seus respectivos
meses (marco, junho e setembro), totalizando em 3 extracGes. Buscou-se essa metodologia
para um aumento na deteccdo das espécies, ao combinar amostras de diferentes pontos,
melhoramos as chances da deteccdo da presenca dos peixes, especialmente aqueles de baixa
abundancia. Os filtros foram cortados ao meio, uma metade sendo usada para extracéo, e a
outra metade foi deixada em shield em seu respectivo microtubo previamente identificado,
para eventual necessidade de se fazer uma nova extracdo em futuros trabalhos. As extracdes
foram realizadas em capela de fluxo laminar esterilizada por UV e todos os instrumentos de
extracdo e espacos de bancada foram esterilizados com luz UV e alcool 95%. Toda a

pipetagem foi realizada utilizando-se ponteiras estéereis de filtro de barreira.
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Para extragdo de DNA, resumidamente, foram pipetados 400 pL de shield por
microtubo com os filtros das amostras coletadas, e adicionados em tubos tipo eppendorf de
1.5 mL, previamente identificados, seguidos por 400 pL de tampao de DNA/ RNA viral e 25
uL de proteinase K, voértice e incubados a 40°C durante a noite. Nesse contexto, utilizamos
uma estante magnética para facilitar e otimizar os procedimentos de extracdo e seguimos o
protocolo do kit Quick-DNA/ RNA Viral MagBead (Zymo Research) para proximas etapas de
extragdo. Ao final, cada extracdo de eDNA foi diluida em 20 pl. de agua ultra pura para
quantificacdo em espectrofotdmetro (Thermo Scientific Série NanoDrop), a serem

armazenadas a -80°C.

6.3.4 Preparacdo da biblioteca para os amplicons

Para preparacdo das bibliotecas para sequenciamento de amplicons de peixes foi
realizada uma selecdo de 3 (trés) pares de oligonucleotideos (primers) (Tabela 2) para a regido
V5 do gene 12S rRNA em um protocolo de PCR de duas etapas (Miya et al., 2015). Eles
identificam regides conservadas no DNA mitocondrial de centenas de espécies de peixes e
amplificam regides hipervariaveis, fornecendo um “cédigo de barras” que permite identificar
0s peixes com um refinamento taxonémico a nivel de espécie. Dois dos pares, considerados
universais para peixes em geral e elasmobranquios (tubardes e raias), amplificam uma
sequéncia curta (< 200 bp) do gene de RNA ribossdmico 12S. O terceiro par de primers foi
desenhado especificamente para diferenciar espécies muito proximamente relacionadas de
atum, baseado em um fragmento (180 pb) da sequéncia de outro gene, ND5. Ele é usado para
analisar relacGes evolutivas e diversidade genética. Sendo assim, o0 ND5 complementa o 12S
rRNA no sentido de fornecer diferentes tipos de informacgfes genéticas para deteccdo de

peixes.

Tabela 2. Conjuntos de primers utilizados para amplificacdo da PCR.

Nome do primer Sequéncia do primer Regido
MiFish_UF GTCGGTAAAACTCGTGCCAGC
MiFish_EF GTTGGTAAATCTCGTGCCAGC
MiFish_tunaF ATGTCCTTCCTCCTTATCGGCTG V5
MiFish_UR CATAGTGGGGTATCTAATCCCAGTTTG
MiFish_ER CATAGTGGGGTATCTAATCCTAGTTTG

MiFish_tunaR TTGCCAGTGGCAGCTACGATC
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O processo de PCR de ciclagem térmica utilizou 95 °C para desnaturacgdo, 65 °C para
recozimento e 30 ciclos para amplificacdo. Os primers utilizados na primeira PCR, além de
conterem regido alvo especifica para a regido V5, possuem também uma regido
correspondente a um adaptador Illumina parcial, baseado na estrutura TruSeq (Illumina,
EUA). A presenca deste adaptador permite uma segunda PCR que adiciona as sequéncias de
indexacdo, que é feita com indices duplos exclusivos para cada amostra na segunda PCR. Os
produtos foram visualizados em gel de agarose E-Gel EX a 2% executado em um dispositivo
de eletroforese Power Snap (Thermo Fisher) para verificar faixas de tamanho. As bibliotecas
passaram por uma avaliagdo de qualidade antes de serem sequenciadas utilizando o

equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA).

6.3.5 Sequenciamento e tratamento dos dados

O sequenciamento foi realizado na empresa de biotecnologia Neoprospecta,
localizada em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. Foi usado um MiSeq Sequencing System
(Mumina Inc., USA), com um sequenciamento do tipo single-end, com cobertura minima
necessaria estimada de 45.000 reads. Apds o sequenciamento, os dados foram enviados para o
Basespace e para bancos de dados da Neoprospecta, onde sdo armazenados antes de serem
analisados com o pipeline Sentinel. Este € um programa préprio da Neoprospecta responsavel
por realizar a identificacdo metataxonémica de dados de sequenciamento de amplicons de
marcadores genéticos para plataformas Illumina. Esse software foi construido em Python 3.6,
e tem como uma das principais funcionalidades o pacote BioPython (Cock et al., 2009).

O pipeline implementado administrou uma série de etapas que processaram os dados
recebidos do sequenciamento, como avaliacdo de qualidade, trimming de sequéncias,
filtragem de abundancia, atribuicdo de taxonomia, filtragem de controles, etc. Inicialmente, os
arquivos fastq foram avaliados quanto a qualidade Phred (QP) utilizando o programa FastQC
v.0.11.8 (Andrews, 2010), e, depois, submetidos a trimmagem de primers e remocdo de
sequéncias com baixa qualidade (Phred < 20). Os reads que passam pelos filtros de qualidade
séo agrupados de forma a eliminar a redundancia de sequéncias idénticas, formandos clusters.
Com isso, clusters com abundancia menor do que 5, sdo removidos das analises, ja que tais
estruturas normalmente sdo relacionadas a sequéncias quimeras (Smyth et al., 2010).

As identificacbes taxonémicas foram realizadas através do BLASTN v.2.6.0+,
usando como referéncia um banco de dados proprietério ou publico (Neoprospecta). Quanto a
definicdo da espécie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instrucdo em Python
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avalia se um dos trés quesitos foram atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor e-
value; e 3) taxonomias com maior representacdo. Os hits que atenderam um dos itens
anteriores, sdo escolhidos como espécie representante, utilizando o valor de 99% de
identidade como corte de identidade. Todas analises foram realizadas na plataforma
computacional do Google Cloud Platform, onde a estrutura de bioinforméatica da

Neoprospecta esta hospedada.

6.3.6 Analise de dados

Os dados obtidos foram tabulados e analisados por meio dos algoritmos do
programa estatistico Sigma Plot versdo 14.5 (Systat Software Inc., San Jose, California,
EUA). Inicialmente, os dados foram testados quanto a sua normalidade e homogeneidade e,
entdo, submetidos ao teste de Analise de variancia (One Way ANOVA) para medidas
repetidas, com objetivo de investigar se havia diferencgas estatisticamente significativas entre
as medias dos valores nos diferentes meses. Posteriormente, foi realizado o teste de Tukey
para realizar compara¢fes mdltiplas pés ANOVA, para identificar especificamente quais
pares de grupos diferem entre si de maneira estatisticamente significativa. O diagrama de
Venn foi gerado usando o programa Venny 2.0.

6.4 RESULTADOS
6.4.1 Intensidade de leituras por espécie

O sequenciamento do amplicon resultou em 7.847 leituras para o més de margo,
6.576 em junho e 8.891 em setembro, resultando em 23.414 leituras brutas totais. O uso

combinado dos trés conjuntos de pares de primers derivou na identificacdo de um total de 22

taxons unicos de peixes (Figura 6).
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Intensidade de ocorréncias por espécies e més (reads)

Achirus lineatus - 0 124 1]
Anchoa delicatissima - 69 793 813
5000
Anchoa sp. - 741 947 1164
Archosargus rhomboidalis - 0 0 110
Bryx dunckeri - 214 0 197
Centropomus undecimalis - 167 0 21
4000
Chaetodipterus sp. - 0 0 72
Ctenogobius boleosoma - 160 129 1]
Ctenogobius sp. - 307 0 0
Diapterus auratus - 213 0 [}
3000
Diapterus rhombeus 1977
Eucinostomus gula - 1831 1405 494
Eugerres plumieri - 0 272 1]
Gerres cinereus - 0 0 157
- 2000
Hemiramphidae sp.- 0 255 0
Katsuwonus pelamis - 0 0 11
Mugil curema - 1172 417 245
Oligoplites saurus - 194 0 [i]
-1000
Opisthonema oglinum - [o} 257 1]
Sphoeroides sp. - 0 0 142
Sphoeraides testudineus - 0 0 i
Strongylura timucu - 378 0 0
' ! ' )
Margo Junho Setembro

Figura 4. Visdo detalhada sobre a distribuicdo temporal e a abundancia relativa das espécies
de peixes na Baia de Aratu ao longo dos meses.
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6.4.2 Taxonomia e abundancia

Diante os dados obtidos, nota-se uma variagdo na composicdo e abundancia das
ordens, familias, géneros e espécies de peixes na Baia de Aratu ao longo dos trés periodos
analisados (Figura 4). Observou-se uma dominéncia consistente de grupos taxonémicos
especificos, como Gerreiformes e Gerreidae, 0 que indica sua importancia ecoldgica neste
ecossistema de manguezal. Além disso, a variacdo sazonal sugere que fatores ambientais,
como temperatura, salinidade e disponibilidade de recursos, influenciam diretamente a

estrutura das comunidades de peixes.
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0 0 Setembro

Margo Junho Setembro Margo Junho.

Figura 5. Distribuicdo da abundancia relativa dos diferentes grupos taxonémicos de peixes

marinhos identificados na Baia de Aratu.

A riqueza de espécies revela alteracdes na composicdo dos peixes (Figura 5). Em
margo, a riqueza de espécies é caracterizada por Ctenogobius sp., Strongylura timucu,
Oligoplites saurus e Diapterus auratus, observadas apenas neste més, sugerindo uma alta
capacidade de adaptacdo a condicGes especificas do més. Em junho, a riqueza € representada
por outras espécies, incluindo Eugerres plumieri, Opisthonema oglinum, Hemiramphidae sp.,
e Achirus lineatus, que podem responder sazonalmente as variaches de temperatura e

disponibilidade de recursos. Setembro também caracteriza uma riqueza composta por
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Sphoeroides testudineus, Archosargus rhomboidalis, Sphoeroides sp., Chaetodipterus sp.,
Katsuwonus pelamis e Gerres cinereus, observados exclusivamente neste més. Além das
espécies exclusivas de cada més, destaca-se a espécie Ctenogobius boleosoma, Gnica espécie
encontrada nos meses de junho e setembro, isso provavelmente reflete uma combinacgéo de
fatores sazonais, ambientais e ecolégicos que regulam o comportamento e a distribuicdo da
espécie ao longo do ano. Por fim, notou-se a presenca constante de Mugil curema, Diapterus
rhombeus, Eucinostomus gula, Anchoa delicatissima e Anchoa sp., espécies comuns em
habitats de manguezal. Isso reflete em uma resiliéncia e adaptacdo as variages sazonais do
ambiente ao longo do ano.

Marco

Meses
= Marco
== |unho
Setembro = Setembro

Figura 6. Distribuicdo das espécies identificadas, evidenciando as exclusividades mensais e a
presenca continua de determinados taxons.

Nesse contexto, compreender esses padrdes de distribuicdo é essencial para 0 manejo
e a conservacgdo das espécies de peixes da Baia de Aratu, os resultados obtidos servirdo como
estratégias para o biomonitoramento local e conservacdo, além do manejo sustentavel dos
recursos pesqueiros locais, contribuindo para uma gestao eficaz no habitat.
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6.4.3 Andlise estatistica

Foi realizado o teste Anélise de Variancia (One Way ANOVA), indicando diferencas
estatisticamente significativas entre as médias dos 22 taxons encontrados (F = 7,315). A
variabilidade entre as médias dos grupos foi substancialmente maior do que a variabilidade
dentro dos grupos, sugerindo que as diferencas observadas ndo sdo devidas ao acaso (P <
0,001) (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados obtidos através do teste de analise de variancia (One Way ANOVA).

Fonte de variacdo Graus de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F P
Entre grupos 21 33883034,788 1613477,847 7,315 <0,001
Residual 44 9704529,333 220557,485

Total 65 43587564,121

Os resultados de comparacGes multiplas (Tukey,1949) indicaram que a especie
Diapterus rhombeus possui caracteristicas significativamente diferentes, em termos da
variavel analisada, quando comparada aos outros taxons encontrados (Tabela 4). A
consisténcia dos baixos valores p (< 0,001) em todas as comparacGes envolvendo a espeécie,

indica que essas diferencas sdo uma variacao real nas médias dos grupos.

Tabela 4. Resultados do teste de comparacgdes multiplas de Tukey.

Comparagdes Diferenca das médias P Q (teste tukey) P P> 0,050
Diapterus rhombeus vs Katsuwonus pelamis 3287,000 22 12,123 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Sphoeroides sp. 3267,000 22 12,049 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Chaetodipterus sp. 3266,667 22 12,048 <0,001 Sim
rDhlsg]tggtiJ;a“s rhombeus vs  Archosargus 3254,000 2 12,001 <0001 Sim
Diapterus rhombeus vs Achirus lineatus 3249,333 22 11,984 <0,001 Sim
tDeLetlS(tjei:;ZS rhombeus  vs Sphoeroides 3243333 2 11,062 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Gerres cinereus 3238,333 22 11,943 <0,001 Sim
5:]32:;::;”3 rhombeus vs  Centropomus 3228.000 2 11,905 <0.001 Sim
Diapterus rhombeus vs Oligoplites saurus 3226,000 22 11,898 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Diapterus auratus 3219,667 22 11,874 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Hemiramphidae sp. 3205,667 22 11,823 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Opisthonema oglinum 3205,000 22 11,820 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Eugerres plumieri 3200,000 22 11,802 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Ctenogobius sp. 3194,333 22 11,781 <0,001 Sim
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Diapterus rhombeus vs Ctenogobius boleosoma 3188,333 22 11,759 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Strongylura timucu 3164,667 22 11,672 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Bryx dunckeri 3153,667 22 11,631 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Anchoa delicatissima 2732,333 22 10,077 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Mugil curema 2679,333 22 9,882 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Anchoa sp. 2340,000 22 8,630 <0,001 Sim
Diapterus rhombeus vs Eucinostomus gula 2047,333 22 7,551 <0,001 Sim

O destaque significativo de Diapterus rhombeus nas andlises, pode ser descrito por
suas caracteristicas ecolégicas ou bioldgicas que os diferenciam das outras espécies
encontradas. Por exemplo, essa espécie pode apresentar uma vantagem adaptativa a habitats
estuarinos e de manguezais superiores quando comparada as outras espécies de peixes
encontradas, ao contrario do Katsuwonus pelamis, essa espécie de atum é oceénica e ndo é

tipica de manguezais, sendo encontrada em mar aberto.

6.4.4 Lista descritiva das espécies encontradas

A partir dos resultados encontrados, foi elaborada uma lista de todas as espécies de
peixes que foram detectados na Baia de Aratu por meio do metabarcoding 12S rRNA. Isso
totalizou 22 espécies, entre as quais foram encontradas espécies comuns em habitats de
manguezal, areas costeiras, estuarinas e, associadas a mar aberto (Tabela 5). Para cada
espécie, foram incluidas informacdes adicionais, como o status da Lista Vermelha da Unido
Internacional para a Conservagdo da Natureza (IUCN) (IUCN, 2017), nome autoral,
distribuicdo, habitat, faixa de profundidade, dieta, reproducdo e comportamento migratorio

com base no compilado de dados de Holzer (2008).



Tabela 5. Lista dos peixes encontrados na Baia de Aratu.
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s o . Faixa de . ~ Comportamento  Status
Nome cientifi Autoral Distribui Habi . Di Repr . ..
ome cientifico utora stribuicéo abitat profundidade eta eproducéo migratério IUCN
Achirus Linnaeus, Atléntico Estuarios e dguas . . -
lineatus 1758 Ocidental costeiras 0-30m Camivoro Oviparo Limitado Lc
Costa do
Anchoa Girard, . < . . . .
s ! Atlantico Aguas costeiras 0-20m Planctivoro Oviparo Limitado LC
delicatissima 1858
Norte
Cosmopolita
Autoridades em aguas < . . . o
Anchoa sp. . . g . Aguas costeiras 0-30m Planctivoro Oviparo Limitado LC
variadas tropicais e
subtropicais
Archosargus Linnaeus, Atlantico Estuérios, recifes e . . _—
rhomboidalis 1758 Ocidental manguezais 0-50m Onivoro Oviparo Limitado Lc
. Metzelaar, Atlantico Estuérios e recifes de . . -
Bryx dunckeri 1919 Ocidental coral 0-50m Onivoro Oviparo Limitado LC
Centropomus Atlantico L . . . .
. Bloch, 1792 . Estuérios e rios 0-30m Carnivoro Oviparo Costeiro LC
undecimalis Ocidental
h i Autori Améri i if . - __
Chaetodipterus utorldades me_rlca Costeiro, recifes de 0-50m Onivoro Desova peldgica Limitado LC
sp. variadas Tropical coral
Cosmopolita
. Autori m 4 . . . . .
Ctenogobius sp. uto. dades © ? gl.JaS Estuarios e manguezais 0-20m Carnivoro Oviparo Limitado NE
variadas tropicais e
subtropicais
Ctenogobius DeKay, Atléntico - . . . .

. E -2 L L
boleosoma 1842 Ocidental stuarios e manguezais 0-20m Carnivoro Oviparo imitado Cc
Diapterus Ranzani, Atléntico Estuarios e dguas . . .
auratus 1842 Ocidental costeiras 0-50m Onivoro Oviparo Costeiro Lc
Diapterus Cuvier, Atléntico Estuarios e &guas . . .
rhombeus 1829 Ocidental costeiras 0-50m Onivoro Oviparo Costeiro Lc

. Quoy & . L. .
E . Atl E . . .
ucinostomus Gaimard, t.antlco stuarlos.e aguas 0-30m Onivoro Oviparo Limitado LC
gula Ocidental costeiras

1824
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Faixa de Comportamento

Nome cientifico Autoral Distribuicao Habitat . Dieta  Reproducéao . L. Status IUCN
profundidade migratdrio
Eugerres Cuvier, Atlantico Estuarios e aguas . . .
. . . -50m nivor vipar Limit
plumieri 1830 Ocidental costeiras 0-50 Onivoro Oviparo ado
. Walbaum, Atlantico Estuérios e 4guas . . -
Gerres cinereus . . g 0-50m Onivoro Oviparo Limitado
1792 Ocidental costeiras
Cosmopolita
Hemiramphi Autori m 4 iro, & . . -
emiramphidae uto- dades ¢ -a gl.JaS Coste O.’ fflg.uas 0-20m Onivoro Oviparo Limitado
sp. variadas tropicais e superficiais
subtropicais
Katsuwonus . Cosmopolita em &guas tropicais Oceanico, . .
. Linnaeus, 1758 P g . P . 0-200m Piscivoro Oviparo De longo alcanse
pelamis e subtropicais pelagico
. . AL . Estuérios e 4guas e . Entre estuarios e
Mugil curema Valenciennes, 1836 Atlantico Ocidental . g 0-30m Detritivoro Oviparo ,
costeiras aguas abertas
ligopli Bloch hneider oL . P . . . e
Oligoplites och & Schneider, Atlantico Ocidental Aguas costeiras 0-50m Piscivoro Oviparo N&o migratério
saurus 1801
isthonem . . < . . . o -
(?gpli::[ur?w ema Lesueur, 1818 Atlantico Ocidental Aguas costeiras 0-30m Planktivoro Oviparo N&o migratorio
. Autoridades Cosmopolita em &guas tropicais  Estudrios e recifes . . -
Sphoeroides sp. . P g . P 0-50m Onivoro Oviparo Limitado
variadas e subtropicais de coral
Sphoeroides . oL . Estuérios e recifes . . -
P . Linnaeus, 1758 Atlantico Ocidental 0-50m Onivoro Oviparo Limitado
testudineus de coral
S.trongylura Walbaum, 1792 Atlantico Ocidental Estuarios _e aguas 0-10m Piscivoro Viviparo Curtqs_em
timucu costeiras estuarios

Explicacdo sobre a categoria IUCN:
LC (Least Concern): Espécie considerada em risco baixo de exting&o;
NE (Not Evaluated): Uma espécie ndo ¢ avaliada quando ainda ndo foi submetida aos critérios de avaliagdo de risco.
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6.5 DISCUSSAO

Neste estudo mostramos que nossa abordagem foi eficaz para coleta de DNA
ambiental, conseguimos capturar uma rica diversidade de espécies de peixes. O sistema de
sucgdo pela lavadora portatil, permitiu a coleta de grandes volumes de agua de forma rapida e
eficiente. Isso garantiu um aumento na probabilidade de captura de eDNA, especialmente em
ambientes complexos como a Baia de Aratu, uma area estuarina e de manguezal, em que 0
DNA pode estar mais disperso devido as correntes e ao fluxo de agua. Os filtros de 0,45 mm
forneceram uma filtragem precisa e sensivel das amostras, garantindo uma retencao eficaz de
particulas de DNA suspensas na agua, que foram essenciais para a identificacdo das espécies
encontradas. Essa precisdo na coleta é bastante importante para o sucesso do metabarcoding,
que depende da integridade e qualidade das amostras de DNA para fornecer resultados

confiaveis.

6.5.1 Comparagdo com outros métodos para captura de peixes

Estudos realizados com metabarcoding de eDNA, mostraram que hd uma detec¢do
maior de espécies de peixes quando comparadas a outros métodos tradicionais,
principalmente em ambientes complexos como o0s ecossistemas de manguezais (Thomsen et
al., 2012; Valentini et al., 2016). Nossos resultados reforcam esses achados, demonstrando
principalmente que o eDNA ndo s6 amplia a deteccdo de espécies, mas também oferece uma
maneira menos perturbadora para monitoramento da biodiversidade.

Santos (2003), usou redes-de-abalo em seu estudo na Baia de Todos os Santos
(BTS), identificando a presenca das espécies Centropomus undecimalis e Diapterus
rhombeus. Reis Filho (2010) por meio de redes de emalhar, identificou as espécies Mugil
curema e Oligopites saurus. Barreto (2010) por meio de redes de arrasto, encontrou as
especies Opisthonema oglinum, Eucinostomus gula, Archosargus rhomboidalis. Silva (2016),
por meio de redes de arrasto, encontrou a espécie Achirus lineatus em seu estudo. Visto isso,
todas essas espécies citadas também foram encontradas em nosso estudo, evidenciando a
eficacia do metabarcoding de eDNA na deteccdo de espécies ecologicamente importantes,
além do menor esforco amostral exigido através da coleta. Por outro lado, Santos (2005),
através de linhadas de méo e pucas, identificou a presenca de Omobranchus punctatus um

peixe do Indo-pacifico, ndo endémico da BTS. Duarte (2017), por meio de mergulho livre
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identificou a espécie Scarus trispinosus, um peixe ameacado de extingdo, nosso estudo ndo
detectou a presenca das espécies.

A metodologia desenvolvida no presente trabalho para caracterizagdo da comunidade
de peixes presentes na Baia de Aratu, permitiu a detec¢do de um espectro amplo de espécies.
O metabarcoding de eDNA demonstrou ser mais sensivel para a detec¢cdo de espécies menos
abundantes e também daquelas que habitam areas de dificil acesso. Por exemplo, espécies
como Ctenogobius sp. e Bryx dunckeri que podem ndo ser capturadas por redes ou armadilhas
frequentemente, devido serem de pequeno porte e possuirem comportamentos cripticos, foram

detectadas em nosso estudo.

6.6 CONCLUSAO

Nosso estudo destaca a eficacia no uso do metabarcoding de eDNA em termos de
sensibilidade e abrangéncia na deteccdo de espécies de peixes marinhos na Baia de Aratu. O
método de coleta representa um avancgo significativo na monitorizacdo de espécies aquaticas
em ambientes estuarinos, quando comparado com metodos tradicionais de captura de peixes,
oferece vantagens claras em termos de sensibilidade, amplitude e ndo invasividade. A
lavadora portatil, permitiu uma avaliacdo abrangente e menos perturbadora da diversidade de
especies na Baia de Aratu, sendo uma ferramenta promissora para futuros estudos de

conservacao e monitoramento da biodiversidade local.
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7 USO DO METABARCODING 18S rRNA PARA DETECCAO DE ESPECIES
NAO INDIGENAS NA BAIA DE ARATU, BAHIA, BRASIL
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7.1 RESUMO

A Baia de Aratu, localizada na Baia de Todos os Santos, na Bahia, Brasil, € um estuario de
significativa importancia ecoldgica e econdmica, abrigando uma vasta biodiversidade,
incluindo manguezais e recifes de corais, além de ser um polo de atividades portuérias,
industriais, pesqueiras e turisticas. Entretanto, a intensa atividade antOprica torna a baia
vulneravel a impactos ambientais, como a introducéo de espécies exoticas por meio da agua
de lastro despejada por embarcacdes, um dos principais fatores que contribuem para a perda
de biodiversidade nos ecossistemas marinhos. Este estudo tem como objetivo investigar a
presenca de grupos eucariéticos potencialmente ndo indigenas na Baia de Aratu, utilizando o
metabarcoding 18S rRNA de DNA ambiental, uma técnica avancada que permite identificar
especies a partir de amostras de agua e sedimento de maneira precisa e ndo invasiva as
espécies e ao habitat. Os resultados indicaram uma alta diversidade de grupos eucarioticos na
baia, com diferencas significativas entre as amostras de agua e sedimento, evidenciando que o
despejo de agua de lastro por navios é um vetor importante para a entrada de espécies nao

indigenas. O estudo concluiu que o metabarcoding de DNA ambiental ¢ uma ferramenta
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importante para 0 monitoramento e gestdo ambiental, fornecendo dados essenciais para o
desenvolvimento de estratégias de manejo que visem mitigar os efeitos das bioinvasdes e

preservar 0s servicos ecossistémicos da Baia de Aratu.

Palavras chave: Ndo nativas, Manguezal, Eucariotos, 18S rRNA, Baia de Todos os Santos,

Metagendmica.

7.2 INTRODUCAO

Na ultima década, o metabarcoding de DNA ambiental provou ser uma poderosa
abordagem baseada em moléculas para avaliar a diversidade de grupos taxonémicos em
escalas espaciais e temporais, sendo uma técnica nao invasiva ao ecossistema e as especies.
No metabarcoding, a sequéncia de DNA alvo é considerada um proxy para a detec¢do de
espécies. Uma vantagem do metabarcoding é a capacidade de identificar tAxons incultivaveis
ou morfologicamente indistinguiveis (Gaonkar & Campbell, 2024).

Nesse contexto, nosso estudo buscou detectar a presenca de grupos eucariéticos nao
indigenas na Baia de Aratu, localizada na Baia de Todos os Santos (BTS), Bahia, Brasil, por
meio do metarbarcoding de DNA ambiental. A area € um dos maiores estuarios do nordeste
brasileiro, altamente afetado pelas atividades antropicas (Dias, 2004; Hatje & Barros, 2016).
A Baia de Aratu abriga diversas industrias e portuarias, possuindo grande relevancia regional
e nacional. A atividade portuéria, aliada a outras atividades econdmicas (industrias, pesca,
turismo), torna a baia um centro econdmico crucial (Hatje & Barros, 2012). Contudo, essas
atividades também trazem riscos ambientais, particularmente relacionados entrada de espécies
ndo indigenas, ocasionando numa bioinvasdo, que pode ocorrer através da agua de lastro
despejada por embarcacGes (Simberloff et al., 2013).

A rede global de navegacdo oceénica é responsavel pela alta conectividade entre as
regibes costeiras em todo o mundo (Costello et al., 2022). Cerca de 80% do volume do
comeércio internacional € transportado por via maritima ao longo das rotas maritimas em todo
0 mundo (Unctad, 2014). Contudo, no ambiente marinho, o transporte mediado por
embarcacgdes é o principal vetor para estabelecimentos aquaticos de espécies ndo endémicas
por meio da agua de lastro e a inscrutacdo do casco (Cheng et al., 2019; Bailey et al., 2020;
Tamburri et al., 2020). A 4gua de lastro é levada a bordo dos navios para melhora da
manobrabilidade, estabilidade e seguranca (Galil et al., 2009). Globalmente, ~ 3,1 bilhdes de
toneladas de &4gua de lastro sdo descarregadas por ano (David et al., 2015).
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As espécies ndo indigénas figuram entre os fatores mais significativos para a reducéo
da biodiversidade local (Duefias et al., 2018), especialmente em ambientes marinhos (Clavero
& Garcia-Berthou, 2005). A introducdo dessas espécies pode impactar diretamente as
populacdes nativas por meio de diversos mecanismos, como predacdo (Albins & Hixon, 2013;
Janes et al., 2015; Pratchett et al., 2017), competigéo por recursos (Katsanevakis et al., 2014;
Pysek et al., 2017), parasitismo (Dunn et al., 2012; Goedknegt et al., 2016; Costello et al.,
2021) e alteraces complexas nos ecossistemas (Zeug et al., 2014; David et al., 2017; Kotta et
al., 2018).

Para combater o problema de espécies invasoras por meio de agua de lastro, a
Convencdo da Organizacdo Maritima Internacional (IMO) adotou a Convencao Internacional
para o Controle e Gestdo da Agua de Lastro e Sedimentos dos Navios em 2004. Em 8 de
setembro de 2017, a Convencéo entrou em vigor (IMO, 2004). Em marco de 2024, a IMO
adotou a Resolugdo MEPC.387(81) que tem objetivo orientar 0s navios a cumprir 0
gerenciamento de agua de lastro (IMO, 2024).

Segundo a Companhia das Docas do Estado da Bahia - CODEBA (2024), o Porto de
Aratu movimentou 6.684.911 toneladas de carga em 2023, recebendo 515 navios de diversos
paises, como Singapura, Libéria, llhas Marshall e Malta. Durante 0os meses analisados, o porto
recebeu 124 navios, com maior movimentacdo em marco, junho e setembro, totalizando
1.620.672 toneladas de carga. Essa intensa atividade portuaria, levanta preocupacfes sobre
bioinvasGes devido a descarga de agua de lastro, que pode introduzir espécies exdticas,
destacando a necessidade de praticas rigorosas de gerenciamento para proteger a
biodiversidade local.

Visto isso, foi utilizada a técnica de sequenciamento gendémico em amostras
ambientais (dgua e sedimento) coletadas em diversos pontos da Baia de Aratu. O gene do
metabarcoding 18S rRNA, € um dos marcadores mais comumente usados para identificacdo e
delineamento de espécies eucaridticas devido as suas regides conservadas e hipervariaveis
(V1-V9) (Kooistra et al., 2010). Dessa forma, nossas hip6teses sdo: 1) o transito de navios
contribui para a introducdo de organismos e microrganismos invasores na baia por meio da
agua de lastro; 2) as espécies ndo indigenas competem com as espécies nativas, alterando a
estrutura da comunidade biolégica local. Assim, 0s objetivos deste estudo foram analisar 0s
organismos eucarioticos presentes na baia e sua relacdo com o ndo endemismo, utilizando o
metabarcoding do 18S rRNA, e comparar as diferencas taxondmicas entre as amostras de

agua e sedimento.
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7.3 MATERIAIS E METODOS

7.3.1 Local de amostragem

A Baia de Aratu constitui-se numa pequena baia, com area de aproximadamente 20
kmz, disposta entre as coordenadas 12°47'4"S e 38°27'42"W, se comunicando com a Baia de
Todos os Santos através do canal de Cotegipe (Cirano & Lessa, 2007). Detentora de um
habitat costeiro que abriga rica biodiversidade, com manguezais e recifes de corais. Sua area
hospeda diversas atividades portuarias e industriais, possuindo assim, grande importancia
ecoldgica e econdmica (Figura 1). O local é composto pela vegetagdo de manguezal,
prevalecendo por espécies como o mangue-vermelho (Rhizophora mangle) 12°47'46.13" S
38°27'15.83" O, mangue-preto (Avicennia schaueriana) 12°47'5.28"S 38°27'47.94" O e
mangue-branco (Laguncularia racemosa) 12°48'15.27"S38°28'32.13" O, desempenhando um
papel crucial na protecdo da costa contra erosdo, no ciclo de nutrientes e como habitat para

uma diversidade de espécies.
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Figura 1. Mapa de localizacdo da Baia de Aratu, Bahia, Brasil. Fonte: Santiago, 2024.
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Foram coletadas as matrizes de (4gua e sedimento) nos meses de marc¢o, junho e

setembro de 2023. As amostras foram coletadas em 12 pontos (Tabela 1) na Baia de Aratu,

sendo organizadas em 4 é&reas para uma analise espacial do ambiente. A partir do

agrupamento das amostras em diferentes areas da baia, buscou-se identificar regides de alta

ou baixa diversidade eucariotoca.

Tabela 1. Coordenadas dos pontos de coleta na Baia de Aratu.

Pontos Latitude Longitude Datas
11 12°47'58"S 38°27'23"0
2 12°48'3.37"S 38°27'30.03"0
2,1 12°48'9.35"S 38°27'28.04"0
3 12°48'15.27"S  38°28'32.13"0
3,1 12°48'25.68"S 38°28'35"0 12 coleta 13/margo/2023
4 12°47'39.70"S  38°28'10.86"0 22 coleta 05/junho/2023
4,1 12°47'43.62"S  38°28'31.68"0  32coleta 14/setembro/2023
4,2 12°47'30.24"S  38°28'28.54"0
5 12°47'5.86"S 38°27'59.72"0
51 12°47'5.28"S 38°27'47.94"0
6 12°47'46.13"S  38°27'15.83"0

Os locais de amostragem foram selecionados com base na entrada e saida de

embarcagdes na Baia, bem como, locais que possuiam a¢des antropicas, como area de pesca,

industrial e marina (Figura 2).
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Figura 2. Area 1: Marina e proximidades; Area 2: Potencial local de depésito final de
organismos; Area 3: Proximo a industria alimenticia e locais com acdes pesqueiras; Area 4:

Ligacdo da Baia de Aratu com a Baia de Todos os Santos. Fonte: Santiago, 2024.

As amostras de sedimentos foram coletadas por uma cavadeira manual, em areas de
manguezal proximas as rizosferas das plantas. As amostras coletadas foram armazenadas em
tubos tipo falcon, previamente descritas e separadas por ponto. As amostras de dgua foram
coletadas na coluna d’agua da baia, através de um sistema de bombeamento de suc¢do
modificado (lavadora mini wap portatil, com uma mangueira acoplada e na saida um sistema
de irrigacdo) com especificagbes de 10,5 x 36,5 x 28,5 cm; 2,09 quilogramas, modelo
DS12719, bivolt, com bateria litio de 96VF. Sendo o volume padrdo de captacdo de adgua de
1L por amostra. A filtracdo foi feita usando filtros de membrana de celulose — Sartorius (0.47
mm) de diametro e tamanho de poro de 0,45 uM. Ao final de cada coleta, foi adicionado 500
uL de shield (solucéo estabilizante de DNA e RNA para preservacdo da integridade genética
da amostra) em cada microtubo com os filtros.

As amostras de sedimento e agua, foram acondicionadas em uma caixa térmica com
gelo, sendo transferidas para o Laboratorio de Microbiologia Ambiental e Saude Puablica
(LAMASP) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia. Onde foram

armazenados em -20°C antes da extracdo de DNA (Figura 3).
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Figura 3. a) Coleta de sedimento préximo as rizosferas por meio de uma cavadeira manual;

b) Ferramenta utilizada para captura e filtracdo do eDNA em amostras de agua.

7.3.3 [Extracdo de DNA

Foi utilizada como metodologia a analise composta de amostras de sedimento e dgua
coletadas na baia. A combinacdo de amostras de diferentes pontos (uma amostra por cada més
amostrado) teve o objetivo de aumentar a representatividade, capturando uma maior
diversidade de organismos presentes em diversos micro-habitats. Isso € fundamental no
ecossistema estudado, pois a comunidade biologica varia significativamente entre as
diferentes areas.

Assim, as amostras foram combinadas e organizadas em quatro areas distintas, com
base em caracteristicas especificas de cada regido. A primeira area incluiu os pontos 1, 1.1, 2,
2.1 e 6, selecionados pela proximidade a Marina Aratu, marina conhecida pelo fluxo de
pessoas, turismo, pesca. A segunda area abrangeu os pontos 3 e 3.1, definidos pela
proximidade as outras marinas da regido, bem como um possivel local de depositorio final de
organismos e microrganismos por conta de sua geografia. A terceira area, composta pelos
pontos 4, 4.1 e 4.2, foi organizada com base na atividade pesqueira ao redor e na presenca da
industria alimenticia Moinho Dias Branco. Por fim, a quarta area, que incluiu os pontos 5 e
5.1, foi estabelecida em funcéo da ligacéo entre a Baia de Aratu e a Baia de Todos os Santos.

A extracdo de DNA em amostras de sedimento de rizosferas de manguezal foi
realizada utilizando o kit Quick-DNA/RNA Viral MagBead (Zymo Research), que é
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especialmente projetado para a purificacdo de acidos nucleicos de amostras complexas. Para
cada amostra, foi utilizada 1g de sedimento, garantindo uma quantidade suficiente de material
para capturar a diversidade genética presente. O protocolo de extracdo seguiu as instrucoes do
Kit, aproveitando as particulas magnéticas para isolar o DNA de alta qualidade, essencial para
subsequentes analises moleculares, como metabarcoding, que visam entender a composigéo e
a dindmica das comunidades eucariéticas associadas as rizosferas na Baia de Aratu.

Para as amostras de agua, os filtros foram cortados ao meio, uma metade sendo usada
para extracdo, e a outra metade foi deixada em shield em seu respectivo microtubo
previamente identificado, no caso de precisarmos fazer uma nova extracdo em futuros
trabalhos. As extracdes foram realizadas em capela de fluxo laminar esterilizada por UV e
todos os instrumentos de extracdo e espacos de bancada foram esterilizados com luz UV e
alcool 95%. Toda a pipetagem foi realizada utilizando-se ponteiras estéreis de filtro de
barreira. Para extragdo de DNA, resumidamente, foram pipetados 400 pL de shield por
microtubo com os filtros das amostras coletadas, e adicionados em tubos tipo eppendorf de
1.5 mL, previamente identificados, seguidos por 400 pL de tampao de DNA/ RNA viral e 25
uL de proteinase K, vortice e incubados a 40°C durante a noite. Nesse contexto, utilizamos
uma estante magnética para facilitar e otimizar os procedimentos de extracdo e seguimos o
protocolo do kit Quick-DNA/ RNA Viral MagBead (Zymo Research) para proximas etapas de
extragdo. Ao final, cada extracdo de eDNA de sedimento e agua foi diluida em 20 puL de dgua
ultra pura para quantificacdo em espectrofotémetro (Thermo Scientific Série NanoDrop), a

serem armazenadas a -80°C.

7.3.4 Preparacéo das bibliotecas

As bibliotecas foram sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing
System (Illumina Inc., USA) e o kit V3, com 500 ciclos e sequenciamento single-end. As
sequéncias foram analisadas por meio do pipeline Sentinel. Os primers foram desenhados
especificamente para o gene 18S rRNA de eucariotos, minimizando a amplificacdo de DNA
de procariotos (Tabela 2). A amplificacdo do gene 18S rRNA contém variacGes suficientes
entre diferentes grupos e espécies de eucariotos, fornecendo uma boa resolucdo na taxonomia

destes.
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Tabela 2. Primers utilizados na identificacdo da comunidade eucari6tica.

Nome do primer Sequéncia do primer Regido
F-1183 AATTTGACTCAACACGGG Vo
R-1631 TACAAAGGGCAGGGACG

7.3.5 Sequenciamento do amplicon 18S

O ensaio “NGS - Sequenciamento do amplicon 18S” ¢ baseado no sequenciamento
de alto desempenho de produtos de amplificacdo da regido V9 do gene 18S, um marcador
genético que visa identificar diferentes espécies de organismos eucariotos. O sequenciamento
foi realizado em amostras compostas das matrizes ambientais, sendo 4 para as amostras de
agua e para sedimentos utilizamos de triplicatas, totalizando em 12 sequenciamentos
agrupados em 4 areas. Esta etapa foi realizada na empresa de biotecnologia Neoprospecta,
localizada em Florian6polis, Santa Catarina, Brasil. Foi usado um MiSeq Sequencing System
(IMumina Inc., USA). O ensaio para o marcador 18S-V9 requeriu um sequenciamento do tipo
single-end e, cobertura minima estimada de 100 mil reads. Ap6s o sequenciamento, os dados
foram enviados para o Basespace e para bancos de dados da Neoprospecta, onde sao
armazenados antes de serem analisados com o pipeline Sentinel. Ele é um programa
proprietario da Neoprospecta responsavel por realizar a identificagdo metataxonémica de
dados de sequenciamento de amplicons de marcadores genéticos para plataformas Illumina.
Esse software foi construido em Python 3.6, e tem como uma das principais funcionalidades o
pacote BioPython.

7.3.6 Bioinformatica

No pipeline Sentinel os arquivos fastq foram avaliados quanto a qualidade Phred
(QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (Andrews, 2010). A seguir, os arquivos fastq foram
submetidos a trimagem de primers e sequéncias com baixa qualidade (Phred < 20). O
software proprietario utilizado para tal finalidade foi construido em Python v.3.6, sendo este
inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (Cock et al., 2009). Clusters com
abundancia menor do que 5, foram removidos das analises, pois tais estruturas normalmente
séo relacionadas a sequéncias quimeras (Smyth et al., 2010). As identificacGes taxonémicas
sdo realizadas com BLASTN v.2.6.0+, usando como referéncia o banco de dados publicos
nt/nr do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Quanto a definicdo de uma

especie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instru¢cdo em Python avalia se um
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dos trés quesitos seriam atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor e-value; e 3)
taxonomias com maior representacdo. Os hits que atenderam um dos itens anteriores, foram
escolhidos como espécie representante, essas analises foram realizadas na plataforma
computacional da Amazon, onde a estrutura de bioinformatica da Neoprospecta esta

hospedada.

7.3.7 Banco de dados

Para esse estudo em questdo, o pipeline utilizou o banco de dados publico “NR/NT”
do National Center for Biotechnology Information, em sua versdo mais atual. O banco conta
com milhdes de sequéncias nucleotidicas ndo ambiguas, recuperadas de genomas e dep0sitos
de sequenciamentos de amplicons. Devido a natureza diversa da origem das sequéncias
depositadas em bancos publicos, as identificacbes de espécies realizadas nesse ensaio
passaram por uma cuidadosa revisdo e curadoria por parte da equipe de Bioinformatica da

Neoprospecta para evitar atribui¢des inadequadas ou ndo confiaveis.

7.3.8 Tratamento dos dados

Foi utilizado o programa SigmaPlot versdo 14.5 (Systat Software Inc., San Jose,
Califérnia, EUA), para testes estatisticos e criacdo de graficos taxonémicos das amostras. O
diagrama de Venn foi gerado usando o programa Venny 2.0. Por fim, as taxas de reads
(sequéncias) por amostras, foram tabuladas e plotadas no Excel.

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.4.1 Deteccdo de comunidades eucaridticas baseadas no eDNA na Baia de Aratu

A aplicacdo bem-sucedida da técnica de sequenciamento de DNA genbémico
ambiental em amostras de agua e sedimento revelou uma enorme diversidade eucariotica no
ecossistema de manguezal da Baia de Aratu. O sequenciamento de metabarcoding 18S rRNA
resultou em um total de 1.063.935 sequéncias (reads) de alta qualidade, sendo 563.747
(reads) em amostras de dgua e 500.188 (reads) para as amostras de sedimento. Os resultados
destacam a grande diversidade bioldgica das areas investigadas e revelam a complexidade das

comunidades eucarioticas presentes. Estes achados sublinham a importancia de intensificar os
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estudos voltados para uma gestdo eficaz e 0 monitoramento de bioinvasdes, fundamentais

para a preservacdo do ecossistema da Baia de Aratu.

7.4.2 Diversidade taxondmica

As abundancias relativas dos filos eucarioticos, obtidas a partir do metabarcoding
18S rRNA nas amostras de agua e sedimento, mostraram diferencas notaveis em suas
composicBes nas quatro areas estudadas (Figura 4). Nas amostras de agua, houve uma
predominancia marcante de diatomaceas Bacillariophyta, indicando a alta adaptabilidade e
presenca desse filo na coluna d'dgua dos manguezais. Em contraste, as amostras de sedimento,
especialmente aquelas coletadas proximas as rizosferas, apresentaram uma COmMpOSi¢ao
distinta, com a dominancia de Annelida em varias areas, refletindo a adaptacdo desses
organismos ao ambiente bentonico.

Essas diferencas evidenciam a diversidade de nichos ecoldgicos ocupados pelos
organismos entre a coluna d'dgua e o sedimento, sublinhando a importancia de ambos 0s
habitats para a manutencdo da biodiversidade nos ecossistemas de manguezal, particularmente

na Baia de Aratu.
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Figura 4. Composicdo taxondmica dos filos eucaridticos encontrados através das matrizes

ambientais.

A abundancia relativa dos filos eucaridticos nas areas de amostragem, relevaram uma
maior biodiversidade na Area 1 (Marina), tanto nas amostras de agua quanto de sedimento,
com a presenca de uma ampla variedade de filos representados em ambas as matrizes. Essa
alta diversidade eucariodtica, pode ser atribuida & maior heterogeneidade ambiental da &rea,
que inclui uma mistura de microhabitats e uma maior disponibilidade de nichos ecoldgicos,
corroborando numa coexisténcia de diferentes grupos. Em contraste, as outras areas
apresentam uma dominancia mais acentuada de poucos filos, indicando menor diversidade e

possivelmente condi¢cdes ambientais menos variadas ou mais estressantes.
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O diagrama de Venn ilustra a exclusividade dos filos eucarioticos encontrados nas
amostras (Figura 5). Observa-se que hd uma porcao significativa de filos compartilhados entre
as duas matrizes, como Annelida, Arthropoda e Rhodophyta, sugerindo que alguns grupos
tém uma adaptabilidade ecoldgica que lhes permitem colonizar tanto a coluna d'agua quanto o
sedimento. Todavia, ha também uma diversidade considerdvel de filos exclusivos a cada
matriz ambiental. Por exemplo, filos como Xenacoelomorpha e Haptophyta foram exclusivos

na agua, enquanto Nematoda e Euglenozoa foram encontrados apenas no sedimento.

Gnathostomulida
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Discosea
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Figura 5. Diversidade de filos eucaridticos entre as matrizes ambientais.

7.4.3 Grupos potencialmente ndo indigenas encontrados

A analise da distribuicdo dos grupos eucarioticos nas matrizes ambientais de agua e
sedimento, revelou a presenca de padrdes distintos de distribuicdo. Géneros como Dendostrea
e Amoebophya destacam-se pela sua elevada abundancia nas amostras de agua, enquanto
Erinaceusyllis e Exogone mostraram uma maior predominéncia no sedimento. O grafico de
Pareto (Figura 6) revelou que uma pequena fracdo dos géneros domina a comunidade
eucaridtica da Baia de Aratu, com 0s primeiros grupos representando a maior parte da
abundancia relativa encontrada por meio do metabarcoding 18S rRNA.
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Figura 6. Abundancia relativa dos géneros eucariéticos encontrados entre ambas matrizes.

A curva de Pareto demonstrou uma dominancia inicial de poucos grupos, seguida por
uma queda mais gradual, indicando uma distribuicio menos concentrada. O género
Dendostrea foi 0 mais abundante em nossos resultados via metabarcoding do gene 18S rRNA
em amostras de agua na Baia de Aratu. Embora menos estudado que outros géneros de ostras,
como Crassostrea e Ostrea, Dendostrea demonstrou alta adaptabilidade ao ambiente da baia,
sugerindo uma possivel competicdo por nichos ecoldgicos dentro da comunidade aquatica
local.

A presenca significativa de Amoebophrya, particularmente na agua, indica a

capacidade adaptativa desse dinoflagelado, conhecido por sua habilidade de infectar uma
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variedade de organismos marinhos e resultar em declinios rapidos nas floracbes de
dinoflagelados (Velo-Suérez et al., 2013). Estudos anteriores (Mazillo et al., 2011; Park et al.,
2013) corroboram sua alta prevaléncia em aguas costeiras, destacando seu papel ecologico.

Foi detectado o género Thalassiosira, associado a processos de bioinvasdo por meio
de agua de lastro. Este grupo é conhecido por seu rapido crescimento e producdo de
mucilagem, que pode obstruir as branquias dos peixes, causando mortalidade por hipdxia
(Granéli & Turner, 2006; DellAgnolo et al., 2021). De forma similar, Chaetoceros foi
identificado, sendo frequentemente encontrado em &guas de lastro e conhecido por sua
toxicidade, o que pode levar a competicdo com espécies nativas e a alteracdo das cadeias
alimentares locais (Klein et al., 2009).

A presenca de Prorocentrum, outro género com historico de bioinvasdo, foi
detectada em nossas amostras de agua. Esse dinoflagelado é responsavel por floracbes de
algas nocivas e marés vermelhas, com sérios impactos econémicos na aquicultura, pesca e
turismo, além de consequéncias ambientais e para a saude humana (Heil et al., 2005;
Khanaychenko et al., 2019). A sua capacidade de gerar grandes biomassas de algas e alterar o
pH da agua sublinha a necessidade de monitoramento continuo (Zheng et al., 2024).

Os géneros Erinaceusyllis, Exogone, Rubifabriciola, e Ptycholaimellus foram os
mais abundantes nas amostras de sedimento da Baia de Aratu. Embora a literatura ndao forneca
uma base de dados especifica sobre bioinvasdo para esses grupos, a alta abundancia observada
sugere que eles podem estar se beneficiando das condi¢des ambientais particulares da baia
(Hongwei et al., 2024). Estas condigdes, potencialmente influenciadas por distdrbios
antrépicos, como a introducdo de espécies ndo endémicas através da dgua de lastro oriunda do
transporte maritimo, podem favorecer a proliferagdo desses géneros. A presenca desses
organismos em grande numero indica que eles estdo bem adaptados ao ambiente alterado,
possivelmente tirando vantagem da disponibilidade de nichos ecoldgicos resultantes dessas
atividades humanas.

Por fim, a distribuicdo dos grupos nas amostras de agua mostrou uma diversidade
relativa, mas com uma concentragdo notavel de abundancia em poucos géneros, indicando
uma possivel dominancia ecolégica. Em contraste, as amostras de sedimento apresentaram
uma distribuicdo mais uniforme entre os géneros, refletindo uma maior equitabilidade na
comunidade eucaridtica. Esses padrGes sugerem diferentes dinamicas ecoldgicas nos
ambientes de agua e sedimento da Baia de Aratu, com implicagbes para a estrutura e a

resiliéncia das comunidades locais frente a distlrbios ambientais.
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7.4.4 Comparacao entre areas

Foi realizada uma comparacdo da biodiversidade eucaridtica nas quatro areas
distintas da Baia de Aratu (Figura 7). A Marina (Area 1), é predominantemente voltada para o
turismo, caracterizando-se por intensa atividade recreativa e uso de embarcacgdes, oferecendo
um ambiente favoravel para espécies que se adaptam a condi¢Oes varidveis, devido ao trafego
de embarcacdes e presenca humana. A Area 2 é um ponto de acumulo de matéria organica,
favorecendo espécies adaptadas a ambientes eutrdficos, sendo crucial para estudar a dindmica
dos sedimentos. A Area 3, proxima & industria alimenticia, sofre influéncia significativa da
atividade industrial e pesqueira, o que altera as condi¢cdes ambientais e afeta a biodiversidade.
Por fim, a Area 4, no canal que conecta a BTS, atua como um corredor ecoldgico, facilitando
0 transporte e mistura de espécies, além de ser estratégico para monitoramento de espécies

ndo endémicas e impactos humanos.
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Figura 7. Comparacdo dos géneros mais abundantes entre as matrizes ambientais nas areas

estudadas.

A primeira &rea (Marina e proximidades) demonstrou uma maior riqueza de grupos
encontrados nas matrizes ambientais, com alta abundancia de Dendostrea. 1sso sugere que
esses bivalves estdo prosperando em um ambiente onde a intervencdo humana é frequente,
mas controlada. No sedimento, a presenca de Erinaceusyllis e Exogone indica um ambiente
bentbnico ativo e saudavel, possivelmente beneficiado por uma menor contaminagdo em
comparagao com outras areas.

A segunda area, (possivel local atuante como depositorio final), por outro lado, pode

atuar como um "sumidouro” ecoldgico, onde a acumulacdo de matéria organica e outros
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detritos cria um habitat rico em nutrientes. Esse acimulo favorece a proliferacdo de espécies
adaptadas a ambientes eutréficos. A presencga de Dendostrea na coluna d'agua também sugere
uma comunidade aquatica resiliente, capaz de suportar altas cargas organicas.

Nas areas 3 e 4, proximas a indastria e ao canal que conecta as baias,
respectivamente, a composi¢cdo de géneros reflete as influéncias antropogénicas e
hidrodinamicas. A auséncia de géneros como Rubifabriciola e Ptycholaimellus pode indicar
que as condigdes de fluxo dinamico nessas areas sdo menos favoraveis para a manutencao
desses organismos, que preferem habitats mais estaveis e ricos em matéria organica. A
abundancia de Thalassiosira na Ultima area pode ser um indicativo de bioinvasdo,
possivelmente introduzida por agua de lastro, encontrando condi¢fes favoraveis para se
proliferar.

Esses resultados sublinham a necessidade urgente de um monitoramento continuo na
Baia de Aratu, considerando o potencial disruptivo desses grupos. A caracterizacdo das
comunidades eucarioticas em diferentes matrizes ambientais (dgua e sedimento) evidencia a
complexidade das interacBes ecologicas resultantes das acfes antropicas. Isso ressalta a
importancia de implementar estratégias de gestdo que ndo apenas mitiguem 0s impactos
imediatos, mas que também levem em conta as implicacbes a longo prazo para a

biodiversidade e os servicos ecossistémicos locais.

7.4.5 Espécies ndo indigenas potencialmente invasoras do Brasil

Foram registrados, ao todo, 143 tadxons por meio do metabarcoding de DNA
ambiental com o gene 18S rRNA, além de 6 taxons ndo identificados. A partir disso, foi
realizado um recorte das 15 espécies mais abundantes, com base nas leituras brutas, para as
amostras de agua e sedimento. Nesse contexto, foi realizada uma busca em diversos bancos de
dados globais contendo informacGes sobre as espécies eucaridticas encontradas, com foco

principal na verificacdo do registro dessas espécies no Brasil (Tabela 3).
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Tabela 3. Listagem sobre as espécies potencialmente invasoras encontradas em base
de dados. + Encontrado registro da espécie com distribuicdo no Brasil; - Registro ndo
encontrado sobre distribuicdo no Brasil; SR Nao ha registros no branco de dados sobre a

especie no site.

Espécies potencialmente invasoras encontradas via metabarcoding 18S rRNA de DNA ambiental de amostras de 4gua

Banco de dados

WORMS GBIF
s (World Re_gister (Global Biodi_versity e CABI (Qompenfjium
of Marine Information Invasive Species)
Species) Facility)

Dendostrea frons - + SR -

Karlodinium veneficum - + - -

Chaetoceros tenuissimus + + +

Minidiscus variabilis - - +

Oikopleura dioica + +

Thalassiosira lundiana - + -

Cylindrotheca closterium + + +

Chaetoceros millipedarius - - -

Prorocentrum micans + + + SR

Entomoneis punctulata - - -

Strombidinopsis acuminata - - -

Hymenomonas globosa - - -

Guinardia striata + + +

Rhizosolenia setigera + + +

Protoperidinium pellucidum - + -

Espécies potencialmente invasoras via metabarcoding 18S rRNA de DNA ambiental de amostras de sedimento

Banco de dados

WORMS GBIF
Espécies (World Re_gister (Global Biodiyersily AlgacBase CABI ((_30mpenF1ium
of Marine Information Invasive Species)
Species) Facility)

Botryococcus braunii + +

Entomoneis punctulata - - -

Amphora coffeiformis + -

Erinaceusyllis bidentata - -

Lecudina pellucida - -

Aphelenchoides giblindavisi -

Gyratrix hermaphroditus + -

Paraethmolaimus

. - - SR
appendixocaudatus SR

Macrostomum hystricinum - -

Macrostomum pusillum - -

Macrostomum shekouense - -

Marionina coatesae - -

Chromadorina germanica - -

Gyrosigma limosum - - -

Melosira dubia + + -
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Os dados tabulados, serdo importantes para futuros trabalhos descritivos em espécies
potencialmente invasoras. Todavia, destacamos a necessidade de uma busca mais
aprofundada na literatura, para um melhor embasamento sobre quais sdo ndo endémicas e

seus impactos em areas costeiras, principalmente na Baia de Aratu.

7.4.6 LimitagOes

O metabarcoding apresenta algumas limitacdes, a qualidade do DNA extraido pode
ser comprometida pela degradacdo natural das amostras, a presencga de inibidores na amostra
ou a baixa abundancia de determinadas espécies. Além disso, a técnica depende de bases de
dados de referéncia bem estabelecidas; a auséncia de sequéncias de espécies especificas pode
resultar em identificacdo imprecisa ou incompleta. Também ha desafios relacionados a
quantificacdo precisa das espécies presentes, pois 0 metabarcoding pode identificar a

presenca, mas nem sempre fornece uma estimativa exata de abundancia.

7.5 CONCLUSAO

O metabarcoding do gene 18S rRNA proporcionou uma viséo detalhada dos grupos
eucaridticos presentes na Baia de Aratu e suas relacdes com o ndo endemismo na area. Os
dados apresentados revelam a presenca de uma variedade de espécies tanto na agua quanto no
sedimento da baia, sugerindo uma diversidade de organismos potencialmente influenciada
pelo trdfego maritimo. Os resultados indicam a existéncia de varias espécies, algumas
possivelmente ndo nativas da regido, sugerindo que a estrutura da comunidade biolégica local
estd sendo alterada pela introducdo de novas espécies através de praticas antropicas. Por fim,
a comparacdo das diferencas taxondmicas entre as amostras de agua e sedimento, permitiu
compreender como esses ambientes diferem em termos de composicdo de espécies e como
isso se relaciona com a introducdo de espécies invasoras. Ao identificar e comparar essas
diferencas, foram fornecidas informacGes criticas para o desenvolvimento de estratégias
eficazes de gestdo e controle de bioinvasbes na Baia de Aratu, aléem de contribuir para

trabalhos voltados a conservagdo de ecossistemas de manguezal.
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8.1 RESUMO

Este estudo visou investigar as comunidades procaridticas em sedimentos e agua da Baia de
Aratu, um ecossistema de manguezal crucial na Bahia, Brasil, afetado por atividades
industriais e portuarias. A Baia de Aratu é significativa devido a sua biodiversidade e ao papel
ecologico dos manguezais na filtragem de nutrientes, fixacdo de carbono e remediacdo de
poluentes. A pesquisa buscou caracterizar a diversidade e a composi¢cdo das comunidades
bacterianas, utilizando o metabarcoding do gene 16S rRNA. Foram coletadas amostras de
agua e sedimento em 12 pontos distintos da baia, agrupados em quatro areas diferentes. As
amostras foram analisadas para identificar a diversidade taxondmica das comunidades
procaridticas. O sequenciamento gerou um total de 792.271 sequéncias, com Proteobacteria
sendo o filo mais abundante em ambas as matrizes. Identificaram-se 74 filos, com
Proteobacteria, Firmicutes e Cyanobacteria predominando. O estudo também revelou a

presenca de grupos relacionados a respiracdo de organohaletos Dehalococcoides, indicando
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potencial para biorremediacdo de contaminantes. Além de espécies do género Vibrio,
bactérias relevantes para monitoramento devido seu potencial patogénico. Os resultados
destacam a importancia dos manguezais da Baia de Aratu na manutencdo da saude ecoldgica
e sugerem que a caracterizacdo das comunidades bacterianas € crucial para compreender o

impacto da contaminacéo e desenvolver estratégias de biorremediacdo na area.

8.2 INTRODUCAO

Os manguezais sdo ecossistemas estuarinos localizados nas zonas costeiras de
regides tropicais e subtropicais, ocupando um nicho de habitat Gnico entre a interface terra-
mar (de Souza Queiroz et al., 2017; Alsharif et al., 2024). Consideravelmente, suas florestas
desempenham papéis fundamentais na funcao do ambiente, filtrando e reduzindo os nutrientes
dissolvidos e particulados. Além disso, atuam como reservatorios cruciais de carbono,
nitrogénio, fosforo, e sdo potenciais fitoestabilizadores de poluentes de metais pesados em
areas industriais (Almahasheer et al., 2013; Gomes et al., 2014; Li et al., 2022; Hu et al.,
2024). No entanto, os manguezais estdo sob forte perturbacéo antrépica, tendo experimentado
20% a 35% de perda de habitat no Gltimo quarto de século devido as atividades humanas
(Duke, 2007; Polidoro et al., 2010; Zhang et al., 2023).

Sendo um rico reservatorio de diversidade microbiana, 0 manguezal abriga diversas
comunidades bacterianas que representam o maior pool de biodiversidade da Terra. As
comunidades microbianas exercem grande influéncia no ciclo biogeoquimico (carbono,
enxofre, nitrogénio e fosforo) desse ambiente por meio de diversas vias metabolicas (Thatoi et
al., 2013; Mendes & Tsai, 2018; Flemming & Wuertz, 2019). No entanto, apesar da
necessidade de estudos extensivos sobre a comunidade microbiana de manguezais, elas tém
sido amplamente negligenciadas (Ghizelini & Mendonca, 2012; Mendes & Garbeva, 2013).
Como a maioria dos microrganismos ndo sdo cultivaveis, os métodos tradicionais dependentes
da cultura e de impressao digital tém sido inadequados para acessar a diversidade taxonémica
desses ecossistemas (Basak et al., 2015; Imchen et al., 2024).

Um grande desafio para a remediacdo dos ecossistemas de manguezais € definir o
nivel de degradacdo e medir seu restabelecimento (Peixoto et al., 2011). Os estudos
relacionados a contaminacdo nestes habitats, geralmente sdo como um poluente afeta a
assembléia geral e a abundéancia da comunidade bacteriana, bem como a presenca de genes
essenciais relacionados a resisténcia a poluentes (Cabral et al., 2016; Balakrishnan et al.,
2017; Guo et al., 2018). Todavia, ainda sdo escassas as pesquisas na identificacdo de
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Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) bacterianas, especificas que podem mudar de
acordo com as variagdes em ambientes contaminados (Ferndndez-Cadena et al., 2020).

A Baia de Aratu, inserida na Baia de Todos os Santos (BTS), que é a maior baia
brasileira e segunda maior baia do mundo, esta localizada no Estado da Bahia (BA). Esta baia
é afetada pela presenga de uma grande &rea metropolitana, atividades industriais (quimicas,
alimenticias) e portuarias. Além disso, a Baia de Aratu é um ecossistema diversificado,
abrigando manguezais e areas de protecdo ambiental que desempenham um papel de grande
relevancia na manutencédo da biodiversidade local e no equilibrio dos recursos naturais.

Estudos anteriores relataram que os sedimentos, a agua e a biota nesta area possuem
altos niveis de poluentes, como metais pesados e persistentes compostos organicos (Celino &
Queiroz 2006; Costa et al. 2011; Garcia et al., 2008; Hatje et al., 2010,2012; Brito et al.,
2012, 2016; Santos et al., 2013; Araujo et al., 2016; Silva et al., 2016; Sotdo Neto et al.,
2020; Paes et al., 2022).

No entanto, existem poucos estudos metagendémicos sobre o perfil taxondmico de
comunidades procarioticas em areas de manguezal no Brasil (de Santana et al., 2020, 2021,
2024). Nossa hipotese €é: as comunidades procarioticas presentes nas quatro areas distintas da
Baia de Aratu apresentam diferencas significativas em termos diversidade taxondémica. Visto
isso, este estudo tem como objetivo investigar as comunidades procaridticas que habitam a
Baia de Aratu, por meio do metabarcoding do gene 16S rRNA em amostras de agua e

sedimento.
8.3 MATERIAIS E METODOS
A Baia de Aratu constitui-se numa pequena baia, com area de aproximadamente 20

km?, disposta entre as coordenadas entre 12°46°58.97”S-38°27'22.22”W, se comunicando

com a Baia de Todos os Santos através do canal de Cotegipe (Cirano & Lessa, 2007).
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Figura 1. Mapa de localizacdo da Baia de Aratu, Bahia, Brasil. Fonte: Santiago, 2024.

8.3.1 Coleta das amostras e filtragem do eDNA

Foram realizadas 3 campanhas durante o ano de 2023, sendo 0s meses de marco,

junho e setembro, onde as amostras foram coletadas em 12 pontos (Tabela 1) na Baia de

Aratu, sendo organizadas em 4 areas para uma analise espacial do ambiente. A partir do

agrupamento das amostras em diferentes areas da baia, buscamos identificar regifes de alta ou

baixa diversidade procariética.

Tabela 1. Coordenadas dos pontos de coleta na Baia de Aratu.

Pontos Latitude Longitude Datas
11 12°47'58"S 38°27'23"0
2 12°48'3.37"S 38°27'30.03"0
2,1 12°48'9.35"S 38°27'28.04"0
3 12°48'15.27"S 38°28'32.13"0
3,1 12°48'25.68"S 38°28'35"0 12 coleta 13/margo/2023
4 12°47'39.70"S 38°28'10.86"0 22 coleta 05/junho/2023
4,1 12°47'43.62"S 38°28'31.68"0 32 coleta 14/setembro/2023
4,2 12°47'30.24"S 38°28'28.54"0
5 12°47'5.86"S 38°27'59.72"0
51 12°47'5.28"S 38°27'47.94"0

12°47'46.13"S

38°27'15.83"0
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Os locais de amostragem foram selecionados com base na entrada e saida de
embarcagdes na Baia, bem como, locais que possuiam acBes antrOpicas (area de pesca,

industrial, marina) (Figura 2).
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Figura 2. Pontos de coleta realizados na Baia de Aratu. Fonte: Santiago, 2024.

A vegetacdo de manguezal que prevalece sdo as espécies do mangue-vermelho
(Rhizophora mangle) 12°47'46.13" S 38°27'15.83" O, mangue-preto (Avicennia schaueriana)
12°47'5.28"S  38°27'47.94" O e mangue-branco  (Laguncularia  racemosa)
12°48'15.27"S38°28'32.13" O. As amostras de sedimentos foram coletadas por uma cavadeira
manual, em areas de manguezal proximas as rizosferas, associadas a vegetacdo, pois sdo mais
eficazes na deteccdo de grupos procarioticos que interagem diretamente com as raizes ou que
sdo atraidas pelos exsudatos das plantas. As amostras coletadas foram armazenadas em tubos
tipo falcon, previamente descritas e separadas por ponto.

As amostras de agua foram coletadas na coluna d’agua da baia, através de um
sistema de bombeamento de succdo modificado (lavadora mini wap portatil, com uma
mangueira acoplada e na saida um sistema de irrigacdo) com especificacdes de 10,5 x 36,5 X
28,5 cm; 2,09 quilogramas, modelo DS12719, bivolt, com bateria litio de 96VF. Sendo o
volume padrdo de captacdo de dgua de 1L por amostra. A filtracdo foi feita usando filtros de

membrana de celulose — Sartorius (0.47 mm) de didmetro e tamanho de poro de 0,45 uM. Ao
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final de cada coleta, foi adicionado 500 uL de shield (solucéo estabilizante de DNA e RNA
para preservacao da integridade genética da amostra) em cada microtubo com os filtros.

As amostras de sedimento e agua, foram acondicionadas em uma caixa térmica com
gelo, sendo transferidas para o Laboratério de Microbiologia Ambiental e Saude Publica
(LAMASP) da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Bahia. Onde foram

armazenados em -20°C antes da extracdo de DNA (Figura 3).

Figura 3. a) Coleta de sedimento préximo as rizosferas por meio de uma cavadeira manual;

b) Ferramenta utilizada para captura e filtracdo do eDNA em amostras de agua.

8.3.2 Extracéo de DNA

Para analise das comunidades microbianas, foi realizada a extracdo em amostras
compostas, nas matrizes ambientais coletadas (sedimento e dgua). A combinacdo de amostras
dos diferentes pontos, visa aumentar a representatividade da amostra, capturando uma maior
diversidade de microrganismos presentes em diferentes micro-habitats. 1sso € importante no
ecossistema estudado, onde a comunidade biologica varia significativamente em diferentes
areas.

As amostras foram combinadas e organizadas em quatro areas distintas, com base em
caracteristicas especificas de cada regido. A primeira area incluiu os pontos 1, 1.1, 2, 2.1 e 6,
selecionados pela proximidade a Marina Aratu, marina conhecida pelo fluxo de pessoas,

turismo, pesca. A segunda area abrangeu os pontos 3 e 3.1, definidos pela proximidade as
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outras marinas da regido, bem como um possivel local de depositério final de organismos e
microrganismos por conta de sua geografia. A terceira &rea, composta pelos pontos 4, 4.1 e
4.2, foi organizada com base na atividade pesqueira ao redor e na presenca da indudstria
alimenticia Moinho Dias Branco. Por fim, a quarta area, que incluiu os pontos 5 e 5.1, foi
estabelecida em funcdo da ligag&o entre a Baia de Aratu e a Baia de Todos os Santos.

A extracdo de DNA em amostras de sedimento de rizosferas de manguezal foi
realizada utilizando o kit Quick-DNA/RNA Viral MagBead (Zymo Research), que é
especialmente projetado para a purificacdo de acidos nucleicos de amostras complexas. Para
cada amostra, foi utilizada 1g de sedimento, garantindo uma quantidade suficiente de material
para capturar a diversidade genética presente. O protocolo de extracdo seguiu as instrucées do
kit, aproveitando as particulas magnéticas para isolar o DNA de alta qualidade, essencial para
subsequentes andlises moleculares, como metabarcoding, que visam entender a composicéo e
a dindmica das comunidades eucaridticas associadas as rizosferas na Baia de Aratu.

Para as amostras de agua, os filtros foram cortados ao meio, uma metade sendo usada
para extracdo, e a outra metade foi deixada em shield em seu respectivo microtubo
previamente identificado, no caso de precisarmos fazer uma nova extracdo em futuros
trabalhos. As extracdes foram realizadas em capela de fluxo laminar esterilizada por UV e
todos os instrumentos de extracdo e espacos de bancada foram esterilizados com luz UV e
alcool 95%. Toda a pipetagem foi realizada utilizando-se ponteiras estereis de filtro de
barreira. Para extracdo de DNA, resumidamente, foram pipetados 400 uL de shield por
microtubo com os filtros das amostras coletadas, e adicionados em tubos tipo eppendorf de
1.5 mL, previamente identificados, seguidos por 400 pL de tampao de DNA/ RNA viral e 25
uL de proteinase K, vortice e incubados a 40°C durante a noite. Nesse contexto, utilizamos
uma estante magnética para facilitar e otimizar os procedimentos de extracdo e seguimos o
protocolo do kit Quick-DNA/ RNA Viral MagBead (Zymo Research) para proximas etapas de
extracdo. Ao final, cada extracdo de eDNA de sedimento e adgua foi diluida em 20 pL de agua
ultra pura para quantificacdo em espectrofotdmetro (Thermo Scientific Série NanoDrop), a

serem armazenadas a -80°C.
8.3.3 Sequenciamento do amplicon 16S rRNA
A identificacdo procaridtica foi realizada utilizando o sequenciamento de alto

desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O sequenciamento foi realizado em

amostras compostas das matrizes ambientais, sendo 4 para as amostras de agua, e em
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sedimento utilizamos de triplicatas, totalizando em 12 sequenciamentos, organizados em 4
areas. O local de sequenciamento ocorreu na empresa de biotecnologia Neoprospecta,
localizada em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. Sendo realizada a amplificacdo com
primers para regido V3-V4 do gene rRNA 16S, 341F com sequéncia
(CCTACGGGRSGCAGCAG), e 806R com sequéncia (GGACTACHVGGGTWTCTAAT).
As bibliotecas foram sequenciadas utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System
(Mumina Inc., USA). Sendo single-end, utilizando kits V3 com 600 ciclos. Apés o
sequenciamento, os dados foram enviados para o Basespace e para bancos de dados da
Neoprospecta, onde sdo armazenados antes de serem analisados com o pipeline Sentinel. Ele é
um programa proprietario da Neoprospecta responsavel por realizar a identificagdo
metataxondmica de dados de sequenciamento de amplicons de marcadores genéticos para
plataformas Illumina. Esse software foi construido em Python 3.6, e tem como uma das

principais funcionalidades o pacote BioPython.

8.3.4 Preparacéo das bibliotecas

O preparo das bibliotecas seguiu um protocolo proprietario desenvolvido pela
Neoprospecta Microbiome Technologies. As amostras enviadas seguem para o recebimento e
preparo de bilbliotecas, onde € executada a amplificacdo do material genético com o0s
conjuntos de primers. As bibliotecas passaram por uma avaliacdo de qualidade antes de serem

sequenciadas.

8.3.5 Bioinformatica

No pipeline Sentinel os arquivos FASTQ s&o avaliados quanto a qualidade Phred
(QP) usando o programa FastQC v.0.11.8 (Andrews et al., 2010). Em seguida, foram
submetidos a trimagem de primers e sequéncias com baixa qualidade (Phred < 20). O
software proprietario utilizado para tal finalidade foi construido em Python v.3.6, sendo este
inspirado nas funcionalidades do projeto BioPython (Cock et al., 2009). Clusters com
abundancia menor do que 5, foram removidos das analises, pois tais estruturas normalmente
sdo relacionadas a sequéncias quimeras (Smyth et al., 2010). As identificacBes taxonémicas
foram realizadas com BLASTN V.2.6.0+, usando como referéncia o banco de dados publicos
nt/nr do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Quanto a defini¢cdo de uma

especie, dentre os 20 hits retornados para cada cluster, uma instru¢cdo em Python avalia se um
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dos trés quesitos seriam atendidos pelos hits: 1) maior bit-score; 2) menor e-value; e 3)
taxonomias com maior representacdo. Os hits que atenderam um dos itens anteriores, foram
escolhidos como espécie representante, essas analises foram realizadas na plataforma
computacional do Google Cloud Platform, onde a estrutura de bioinformatica da

Neoprospecta esta hospedada.

8.3.6 Banco de dados

Para esse estudo em questdo, o pipeline utilizou o banco de dados publico “NR/NT”
do National Center for Biotechnology Information, em sua versdo mais atual. O banco conta
com milhdes de sequéncias nucleotidicas ndo ambiguas, recuperadas de genomas e dep0sitos
de sequenciamentos de amplicons. Devido a natureza diversa da origem das sequéncias
depositadas em bancos publicos, as identificacbes de espécies realizadas nesse ensaio
passaram por uma cuidadosa revisao e curadoria por parte da equipe de bioinformatica da

Neoprospecta para evitar atribui¢des inadequadas ou ndo confiaveis.

8.3.7 Tratamento dos dados

O programa SigmaPlot versao 14.5 (Systat Software Inc., San Jose, Califérnia, EUA)
foi utilizado para a realizacdo dos testes estatisticos e elaboracdo dos graficos taxondémicos
referentes as amostras. Adicionalmente, as taxas de reads (sequéncias) por amostra foram
organizadas e analisadas em planilhas, sendo posteriormente plotadas utilizando o Microsoft

Excel para visualizacdo e comparagdo dos dados.

8.4 RESULTADOS

O sequenciamento do amplicon do gene 16S rRNA procariotico conduzido na Baia
de Aratu, abrangendo amostras de DNA ambiental em sedimentos e agua em areas de
manguezais, rendeu um total de 792.271 sequéncias, sendo 446.935 em sedimentos e 345.336

nas amostras de agua.
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8.4.1 Anélise em nivel dominio

Todas as amostras de agua e sedimento tinham sequéncias que mapeiam as bacteérias,
Archaea e Eukaryota. Uma pequena porcentagem das sequéncias (0,081% a 1,03%) nédo foi
atribuida a nenhum organismo. As bactérias foram o dominio mais abundante recuperado de
todos os conjuntos de dados de manguezais, variando de 96,05% a 98,69 % do total (Figura
4).

Reinos encontrados nas amostras de agua Reinos encontrados nas amostras de sedimento

= Archaea
= Archaea
Bacteria
Bacteria
Eukaryota
Eukaryota
Metazoa

Nao identificados . .
Nio identificados
Virus o
Viridiplantae

Figura 4. Distribui¢do dos dominios mais abundantes nas matrizes ambientais.

8.4.2 Distribuicéo dos filos

Um total de 74 filos foram identificados por meio do sequenciamento das matrizes
ambientais. A riqueza dos filos foi bastante semelhante entre as amostras de agua e
sedimento, com excecdo dos filos Bdellovibrionota, = Campylobacterota e
Thermodesulfobacteriota, que foram encontrados exclusivamente nas amostras de agua. Por
outro lado, os filos Armatimonadetes, Calditrichaeota, Chlorobiota, Chloroflexota,
Deferribacterota, Gemmatimonadota e Nitrospirae foram exclusivos dos sedimentos.O filo
mais abundante entre todas as amostras foi o Proteobacteria, representando (44,01%) das
sequéncias nas amostras de agua e (51,58%) nos sedimentos. Nas amostras de agua, 0
segundo filo mais abundante foi o Cyanobacteria, com (10,73%), enquanto nos sedimentos o
segundo filo mais representativo foi o Firmicutes, com (17,20%). Em ambas as matrizes, o
filo Pseudomonadota foi o terceiro mais abundante, com (7,46%) em agua e (8,88%) em
sedimentos. Para fornecer uma visao mais precisa da composicdo da comunidade bacteriana,
foram selecionados para analise apenas os filos com pelo menos 1% de abundancia relativa

em cada amostra (Figura 5).
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Figura 5. Filos mais abundantes encontrados em ambas matrizes ambientais.
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8.4.3 Viséo geral dos géneros mais abundantes encontrados
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Um total de 598 géneros foram identificados nos resultados encontrados, sendo

(14,99%) de géneros ndo identificados nas amostras de sedimentos e (24,79%) nas amostras

de &gua. A maioria desses géneros pertencia a Proteobacteria, seguidas por Firmicutes e

Cyanobacteria. Para obter uma imagem clara da comunidade bacteriana dominante, apenas 0s

géneros bacterianos com mais de 1% de abundancia em pelo menos uma amostra foram

selecionados para analise posterior (Figura 6).
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Figura 6. Distribuicdo dos géneros mais abundantes identificados em ambas as matrizes

ambientais.

O diagrama de Venn (Figura 7) revela um destaque para o género Vibrio, presente
em ambas as amostras, indicando sua capacidade de habitar multiplos ambientes. No circulo a
esquerda, exclusivo para amostras de agua, estdo géneros como Marinobacterium,
Neptuniibacter, Synechococcus e Candidatus Actinomarina, entre outros, que sugerem ser
tipicos de ambientes aquaticos. No circulo a direita, especifico para as amostras de sedimento,
encontram-se géneros como Bacillus, Shewanella, Pseudomonas, e Exiguobacterium,
sugerindo uma adaptacdo a condi¢es bentdnicas ou de substrato solido. Essa visualizagdo
fornece insights sobre a diversidade microbiana e a distribuicdo ecoldgica de diferentes

géneros em ambientes aquaticos e sedimentares.
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Marinobacterium Bacillus
Neptuniibacter Marinicella
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Figura 7. O diagrama de Venn mostra a distribuicdo de géneros encontrados em duas

matrizes diferentes: dgua e sedimento em areas de manguezal.

8.4.4 Espécies encontradas

Foram identificados 1.088 OTUs taxondmicas nas amostras de sedimentos, e 601 nas
amostras de sedimentos. Para uma melhor visualizagdo das espécies encontradas, filtramos as
12 mais abundantes de acordo as leituras brutas, a filtragem levou em consideragdo as
especies identificadas que atingiram mais de 1% de abundancia relativa por amostra (Figura
8).

Diante o0s resultados, notamos uma diversificade nos taxons encontrados,
Pseudomonas marincola foi a espécie mais abundante nas amostras de sedimentos, sendo
encontrada em todas as areas do estudo. Pseudomonas sdo consideradas membros comuns em
ambientes marinhos. Ja para amostras de agua, Chaetoceros simplex foi a espécie mais
abundante, aparecendo em todas as areas do estudo. Por fim, foi detectada a presenca de

especies do género Vibrio em ambas as matrizes ambientais.



100

Espécies mais abundantes encontradas nas amostras de agua
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Figura 8. Distribuigdo das espécies mais abundantes encontradas na Baia de Aratu.
8.5 DISCUSSAO
8.5.1 Perfil funcional de grupos procariéticos encontrados
Nas matrizes de sedimento e &gua, Proteobactéria foi o filo mais abundante
encontrado, isso corresponde aos achados de estudos anteriores (Mendes & Tsai, 2014; Basak

et al., 2016). Este filo possui uma alta diversidade metabdlica, com ampla distribuicdo em
ambientes marinhos, desempenhando um papel importante na ciclagem de nutrientes
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(Kersters et al., 2006). Notavelmente, Firmicutes ficou em segundo lugar de abundéncia em
sedimentos, sua alta diversidade e fisiol6gica permitem a colonizacdo em diversos habitats.
Além disso, as bactérias do filo Firmicutes estdo frequentemente associadas a degradacéo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (dos Santos et al., 2023). Também identificamos a
presenca dos géneros Microbulbifer e Sphingomonas, segundo estudos anteriores, estes
grupos possuem a capacidade de biorremediacdo de hidrocarbonetos nocivos, por exemplo
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) (Machado et al., 2019; Cabral et al., 2019).
Por fim, o género Pseudomonas foi detectado nas amostras de sedimentos, este grupo
prospera em muitos ambientes diversos que variam de humanos individuais a rizosfera da
vegetacdo do mangue (Nikel & Martinez-Garcia, 2014). Pseudomonas influencia o
crescimento das plantas (Nikel & Martinez-Garcia, 2014; Wu et al., 2011; Alzubaidy et al.,
2016) liberando sideroforos, antibioticos, biossurfactantes e solubilizacdo de potassio em
formas acessiveis para as plantas, e também tem sido conhecido por seu papel critico de
fixacdo de nitrogénio no ecossistema de mangue (Flores-Meireles et al., 2007; Zhang et al.,
2008). Além disso, também sdo tolerantes a hidrocarbonetos aromaticos, contaminantes
organicos e de metais pesados (Pitondo-Silva & Gongalves, 2016). Nas amostras de agua,
detectamos a presenca do género Marinobacter, as bactérias deste grupo possuem
potencialidade de sobreviver em aguas poluidas por 6leo (Singer et al., 2011), além disso
podem ser usadas para biomonitoramento de derramamentos de 6leo em manguezais (dos
Santos et al., 2011). O género Neptuniibacter foi identificado nas amostras de agua, essa
bactéria marinha utiliza carbazol como fonte de carbono e nitrogénio (Nagashima et al.,
2010; Ahmad et al, 2015). A deteccdo deste género em amostras de &gua em areas de
manguezal ¢ um indicativo de um ecossistema que pode estar se adaptando a altos niveis de

contaminacdo ou que possui potencial para biodegradacdo de poluentes.

8.5.2 Grupos relacionados a respiracéao de organoletos (OHRB)

Identificamos por meio do metabarcoding do gene 16S rRNA a presenca de grupos
relacionados a atividades de decloracdo (OHRB) em amostras de sedimentos, especificamente
na area 1 (Marina Aratu); é&rea 3 (local proximo a industria M. Dias Branco) e na &rea 4
(canal de ligacdo com a BTS). Os membros do género Dehalococcoides sdo bactérias que
respiram organohaletos (OHRB), elas desempenham papéis essenciais na desalogenagédo
biolégica de uma variedade de contaminantes organicos halogenados antropogénicos em
ambientes anoxicos. Segundo estudos, Dehalococcoides sdo capazes de desintoxicagédo
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completa ou desalogenacdo extensiva de contaminantes organohalideos, incluindo solventes
clorados e poluentes organicos persistentes no ambiente (Loffler et al., 2013; Liang et al.,
2021). Esse achado destaca o papel potencial de taxons bacterianos especificos para

biorremediacéo de areas contaminadas na Baia de Aratu.

8.5.3 Saude Unica

A abordagem de Salde Unica reconhece a interconexdo entre a salide humana, a
salde animal e a salude ambiental, enfatizando que a sustentabilidade e o bem-estar de cada
um desses setores dependem de acdes integradas (Norman et al., 2023). Nesse contexto, a
descoberta de diversas espécies do género Vibrio na Baia de Aratu levanta preocupacdes tanto
para 0 ambiente quanto para a saude publica. O género engloba mais de 100 espécies, com
numerosas estabelecendo relagfes, simbiodticas ou patogénicas, com organismos marinhos
como peixes, moluscos e crustaceos (Thompson et al., 2004; Romalde et al., 2014).

Através do metabarcoding do gene 16S rRNA detectamos ao total 19 espécies de
Vibrio, sendo os taxons: V. alfacsensis, V. alginolyticus, V. antiquarius, V. areninigrae, V.
azureus, V. caribbeanicus, V. coralliilyticus, V. fluvialis, V. fortis, V. harveyi, V. hepatarius,
V. hispanicus, V, mediterranei, V. parahaemolyticus, V. ponticus, V. proteolyticus, V.
rumoiensis, V. sinaloensis, V. tritonius. As bactérias encontradas apresentam um perfil
funcional diversificado, influenciando tanto o ambiente marinho quanto a salde animal e
humana.

Espécies como Vibrio coralliilyticus desempenham papéis criticos em ecossistemas
marinhos, particularmente no contexto da simbiose e patogenicidade. V. coralliilyticus, por
exemplo, € conhecida por causar doencas em corais, como 0 branqueamento, afetando
diretamente a integridade dos recifes de corais e, por consequéncia, a biodiversidade marinha.
Hernandez-Pérez (2021), realizou estudos com lagostins infectados por V. areninigrae, 0s
resultados identificaram que a espécie € capaz de produzir toxinas extracelulares que fazem
parte dos fatores de viruléncia dessa espécie bacteriana em crustaceos.

Embora os casos de colera sejam relatados principalmente em areas onde a qualidade
da agua é inadequada e o tratamento de esgoto insuficiente, outras espécies de Vibrio sdo
agentes relevantes de infecgdes transmitidas por frutos do mar em escala global. Relatos como
V. harveyi e V. mediterranei em ambientes estuarinos sdo escassos, eles sdo patdgenos
relacionados a infeccbes de organismos aquaticos, particularmente em fazendas de

aquicultura, onde podem levar a mortalidade de camarfes e peixes, causando prejuizos
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econdmicos significativos (Zhang et al., 2020; Montanchez & Kaberdin, 2020). Zhang (2022)
identificou a patogenicidade de Vibrio sinaloensis em Epinephelus coioides (Garoupa-de-
pintas-laranja).

Em termos de salde humana, varias dessas espécies possuem potencial patogénico.
Vibrio parahaemolyticus e V. fluvialis, por exemplo, sdo associadas a casos de gastroenterite
em humanos, geralmente adquiridos através do consumo de frutos do mar contaminados
(Pereira et al., 2007; CDC, 2019). Vibrio alginolyticus, por outro lado, é um patogeno
oportunista comum, associado a infeccées em humanos, como otites e infeccdes de feridas,
especialmente em individuos expostos a agua contaminada (Brumfield et al., 2023). Vibrio
antiquarius e V. alfacsensis, embora menos estudadas, podem desempenhar papéis
semelhantes em desequilibrios microbioldgicos, especialmente em ambientes costeiros com
condicbes favoraveis a proliferacdo bacteriana, como alta temperatura e nutrientes
abundantes. V. fortis, € um patégeno bacteriano conhecido por infectar peixes e uma
variedade de invertebrados marinhos (Austin et al., 2005). Vibrio tritonius e V. rumoiensis
sdo bacterias menos conhecidas, desempenham funcGes ecologicas importantes na ciclagem
de nutrientes (Sawaka et al., 2013; Tanaka et al., 2017).

Essa dualidade reflete a complexidade funcional das espécies de Vibrio presentes na
Baia de Aratu, que podem ser tanto elementos essenciais para a manutencdo de ecossistemas
marinhos saudaveis quanto agentes de perturbacédo ecoldgica e de satde publica em situagdes
de desequilibrio ambiental. Nossos resultados reforcam que o estudo de Vibrio é uma acdo
interessante para 0 monitoramento de espécies patogénicas e resisténcia microbiana em

ambientes estuarinos.

8.6 CONCLUSAO

Apesar da importancia ecoldgica dos ecossistemas de manguezal, Nnosso
conhecimento sobre a dinamica das comunidades procarioticas, bem como diversidade e
papéis ecoldgicos em diferentes habitats, em agua e sedimento, sdo limitados. Este estudo
representa o primeiro esforgo na Baia de Aratu a realizar uma avaliagdo tdo profunda e das
comunidades bacterianas, marcando um avanco significativo no monitoramento ecoldgico e
na gestdo de riscos associados a qualidade da agua e a satde publica na regido. A aplicacao do
metabarcoding permitiu uma identificacdo rapida e eficiente, superando limitagdes de
métodos tradicionais e abrindo novas perspectivas para o controle ambiental. A capacidade de
contrastar a composicdo da comunidade procariotica permitira proteger o estado de saude em
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areas de manguezal, principalmente da Baia de Aratu. Esse é um avanco significativo para o
manejo ambiental, uma vez que permite a identificacdo de areas que podem ser priorizadas
para recuperacdo e mitigacao de impactos. Por fim, a pesquisa ndo so reforca a importancia
ecologica da Baia de Aratu, mas também destaca a necessidade de politicas ambientais mais

rigorosas para proteger esse ecossistema sensivel.
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9  CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da biodiversidade da Baia de Aratu, utilizando metabarcoding de DNA
ambiental, é de grande relevancia ecoldgica e socioecondmica, destacando a importancia dos
manguezais na filtragem de nutrientes, captura de carbono e protecdo contra a erosao costeira.
Com a crescente industrializacdo e trafego maritimo na regido, a pesquisa traz dados
essenciais sobre as comunidades bioldgicas locais, permitindo avaliar os impactos humanos
sobre a dindmica ecoldgica. A técnica de metabarcoding mostrou-se eficiente ao identificar
espécies nativas e exoticas, ajudando a detectar grupos ndo indigenas (ou bioinvasores) e a
entender as alteragdes ambientais causadas pelas atividades humanas.

Como o primeiro estudo a explorar de maneira tdo profunda as diversas
comunidades biologicas presentes em suas aguas e sedimentos. A caracterizacdo detalhada da
fauna ictioldgica, da flora e dos grupos procariéticos contribui para um entendimento holistico
da saude do ecossistema e das pressdes a que ele esta submetido. Ao combinar a anélise de
DNA ambiental com metodologias robustas de bioinformatica, o trabalho revela a
complexidade e a diversidade das espécies presentes, estudo destacando a importancia de
estratégias de conservacédo alinhadas as necessidades ecoldgicas e socioecondmicas da regido.

Por fim, o trabalho reforca a importancia da ciéncia aplicada na tomada de
decisdes que equilibrem a conservacgéo da biodiversidade com o desenvolvimento econdmico,
promovendo a sustentabilidade a longo prazo da Baia de Aratu. A continuidade dessa
pesquisa é indispensdvel para a preservagdo dos manguezais e para garantir um
desenvolvimento econdmico sustentavel na regido, sempre em harmonia com a conservacao

da biodiversidade e a protecdo dos servigos ecossistémicos essenciais.



