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RESUMO

Dentre os ambientes naturais, os estuarios sdo um dos mais influenciados pelas agdes humanas.
Muitas vezes inseridos em areas urbanizadas, a poluicdo acaba por se depositar em seus
sedimentos, causando disturbios da fauna estuarina. Um dos poluentes comumente encontrados
nestes ambientes sdo os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs), classificados como
ubiquos, podem ser divididos como petrogénicos ou pirogénicos. Enquanto os petrogénicos sao
provenientes do 6leo bruto e seus derivados, 0s pirogénicos surgem a partir da queima e
refinamento de petroleo. Estes Ultimos sdo mais carcinogénicos, mutagénicos e,
consequentemente, deletérios para organismos e conservacdo marinha. A partir disto, a
pesquisa em questdo investigou trés estuarios da costa pernambucana com diferentes niveis de
urbanizacédo e poluicdo por HPAs com o intuito de avaliar como estes compostos e fatores
ambientais afetam a distribuicdo, estrutura e diversidade da Meiofauna e Nematofauna. Estes
organismos invertebrados intersticiais, hd muito sdo utilizados como ferramenta para detectar
mudangas ecologicas, além disto com o refinamento taxondmico nas assembleias de
Nematddeos € possivel avaliar a funcionalidade ecossisttmica. Como resultado, tanto a
Meiofauna quanto a Nematofauna do estuario de referéncia mostraram-se mais diversas, mais
equitativas e com riqueza superior, em comparagao com 0s registros nas areas mais urbanizadas
e, consequentemente, mais poluidas. Com relacdo a funcionalidade, os resultados da éarea de
referéncia evidenciaram um ambiente com maior maturidade ecologia, havendo a dominéancia
de organismos mais sensiveis e persistentes, ja os ambientes urbanizados apresentaram
organismos mais colonizadores e que se alimentam de bactéria, que é um indicio claro de
estresse ambiental. Dentre as varidveis ambientais, a poluicdo por HPAS, o teor da matéria
organica e a acidificacdo nos estuarios foram as que mais influenciaram a Meiofauna e a
Nematofauna. Tais variaveis podem ser agravadas por a¢cbes humanas, como o lancamento de
esgoto ndo tratado que enriquece e acidifica as aguas, assim como o langamento de efluentes
industriais que sdo fontes diretas de HPAs. A utilizagdo do EcoQ se mostrou uma boa
ferramenta para analisar a qualidade ambiental e coincidiu com os resultados observados nos
indices ecoldgicos. Apesar disto, nossos resultados evidenciaram que para a meiofauna o EcoQ
pode ser mais fiel quando atrelado a equitabilidade nas amostras, ja para a Nematofauna foi
ressaltado que alguns parametros de avaliagdo podem ser atualizados para ndo causar

dualidades no resultado.

Palavras-Chaves: Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos. Estuarios tropicais. Meiofauna.

Nematofauna.



ABSTRACT

Among natural environments, estuaries are one of the most influenced by human actions. Often
inserted in urbanized areas, pollution ends up being deposited in their sediments, causing
disruption to the estuarine fauna. One of the pollutants commonly found in these environments
are the Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHS), classified as ubiquitous, can be divided as
petrogenic or pyrogenic. While petrogenics come from crude oil and its derivatives, pyrogenics
arise from the burning and refining of petroleum. The last ones are more carcinogenic,
mutagenic and, consequently, deleterious to organisms and marine conservation. From that, the
present research investigated three estuaries from Pernambuco’s coast with different levels of
urbanization and pollution by PAHSs in order to assess how these compounds and environmental
factors affect the distribution, structure and diversity of Meiofauna and Nematofauna. These
intrasedimentary invertebrate organisms have long been used as a tool to detect ecological
changes, and with taxonomic refinement in the nematode population, it is possible to assess
even the ecosystem functionality. As a result, both the Meiofauna and the Nematofauna of the
reference estuary were more diverse, more equitable and with higher richness, in comparison
with the records in the more urbanized and, consequently, more polluted areas. With regard to
functionality, the results of the reference area showed an environment with greater ecological
maturity, with the maintenance of more sensitive and persistent organisms, while the urbanized
environments presented more colonizing organisms that feed on bacteria, which is a clear
indication of environmental stress. Among the environmental variables, pollution by PAHSs,
increased organic matter and acidification in estuaries were the ones that most influenced
Meiofauna and Nematofauna. Such variables can be aggravated by human actions, such as the
release of untreated sewage that enriches and acidifies the water, as well as the release of
industrial effluents that are direct sources of PAHs. The use of EcoQ proved to be a good tool
to analyze the environmental quality and coincided with the results observed in the ecological
indices. Despite this, our results showed that for meiofauna the EcoQ can be more faithful when
linked to evenness in the samples, whereas for Nematofauna it was emphasized that some

evaluation parameters can be updated so as not to cause dualities in the result.

Keywords: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons. Tropical Estuaries. Meiofauna. Nematofauna.
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1 INTRODUCAO

Ambientes estuarinos sdo fundamentais para a vida marinha, além de serem bercéarios
naturais para diversos animais (Courrat et al., 2009; Wasserman & Strydom, 2011), estes
ecossistemas possuem importancia econémica e ecologica (Adams et al., 2006; Cai & Li, 2011).
Estuérios sdo ambientes aquaticos costeiros semifechados, naturalmente influenciados pela
variacdo da maré que altera seus pardmetros fisicos e quimicos constantemente. Contudo,
apesar da relevancia dessas areas, diariamente recebem poluicdo derivada das atividades

antropicas (Valenca & Santos, 2012).

A poluicéo chega até eles de forma direta, com o langamento de efluentes de fabricas e
industrializacdes, além de esgoto ndo tratado; e/ou indireta, por deposicdo atmosférica e
lixiviacdo das vias urbanas (Dominguez et al., 2010; Freeman et al., 2019; Inglis & Kross,
2000). Dentre os poluentes que podem chegar ao sedimento estuarino ha os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPAS), estes poluentes sdo organicos e persistentes, possuem de dois
a seis anéis aromaticos, sdo ubiquos no ambiente, além de tdxicos, carcinogénicos e
mutagénicos (Abdel-Shafy & Mansour, 2016; Sese et al., 2009).

Os HPAs podem ser divididos a partir de sua origem, petrogénicos e pirogénicos
(Boehm, 2005). A origem petrogénica abarca os HPAs provenientes do 0leo bruto,
combustiveis e lubrificantes ndo queimados, sendo compostos principalmente por HPAs de
baixo peso molecular (LWM), ou seja, com 2-3 anéis aromaticos. J& os HPAs pirogénicos,
surgem a partir da queima, seja de componentes de petréleo ou matéria organica natural, sdo
compostos por HPAs de alto peso molecular (HWM), formados por 4-6 anéis aromaticos
(Stogiannidis & Laane, 2015).

Os organismos bentdnicos, conhecidos como meiofauna, sdo um grupo de metazoarios
onipresentes em ambientes aquaticos, compostos por varios filos (grandes grupos) que medem
entre 45 e 300 micrometros (Giere, 2009). Estes animais séo amplamente utilizados como
ferramenta para a avaliar os impactos antrépicos (Schratzberger & Ingels, 2018), pois suas
caracteristicas sao vantajosas para 0 monitoramento dos ambientes estuarinos, por apresentarem
rapido ciclo de vida, tamanho reduzido, altas abundancias, além de apresentarem mobilidade
reduzida (Zeppilli et al., 2015). N&o apenas os grandes grupos da meiofauna podem ser
utilizados como ferramentas ecologicas, a avaliacdo da assembleia de nematofauna € adequada

devido sua sensibilidade a mudancas ambientais. Além disto, as caracteristicas funcionais, em
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termos e diversidade trofica (Wisser, 1953) e estratégia de vida (Bongers et al., 1991),
possibilitam a avaliagdo ambiente (Moreno et al., 2011), e fornecer respostas precisas quanto
aos efeitos de HPAs sobre os servicos ecossistémicos exercidos pelos nematodeos (Ridall &
Ingels, 2021).

Uma maneira de mensurar a qualidade ambiental vém se destacando em estudos
recentes, este método é conhecido como status de qualidade ecoldgica (EcoQ). O EcoQ pode
avaliar o ambiente a partir da riqueza da meiofauna (Semprucci et al., 2016), assim como a
partir dos indices de diversidade e funcionalidade da Nematofauna para chegar a um consenso
sobre a qualidade que o ambiente apresenta (Chen et al., 2018; Moreno et al., 2011). Com isto,
a presente pesquisa avaliara a eficiéncia do EcoQ como ferramenta ecoldgica, além de
identificar as principais variaveis ambientais e HPAs que modulam a meiofauna e nematofauna
de estuérios com diferentes graus de urbanizacao. Tendo como hipétese que no ambiente menos
urbanizado, a fauna residente apresente seja mais diversa e, por consequéncia, apresente maior
qualidade ambiental segundo o EcoQ. Além disto, dentre as variaveis testadas, as concentracdes
de HPAs serdo as que mais influenciardo na distribuicdo e composi¢cdo da meiofauna e

nematofauna.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral
Este trabalho tem como objetivo (1) caracterizar e avaliar a fauna meiobent6nica, assim

como a distribuicdo da nematofauna e suas caracteristicas funcionais, em estuarios com niveis
graduais de urbanizacéo e poluicdo por HPAs. Com relacéo a poluicéo, serdo (I1) categorizados
qualitativamente e quantitativamente os HPAs encontrados em cada um destes locais, os dados
abioticos também serdo coletados, para que sejam (I11) correlacionados a estrutura e diversidade
dos organismos presentes nesses ambientes. Além disto, testar a aplicabilidade do EcoQ para a

meiofauna e nematofauna de estuarios tropicais.

1.1.2 Objetivos especificos

1.1.2.1 Manuscrito |
O objetivo do presente estudo foi caracterizar os grupos da meiofauna que habitam trés

estuarios tropicais com diferentes niveis de urbanizacao e, relacionar a composic¢éo, riqueza e
diversidade desses grupos com as concentracdes de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAs) e variaveis ambientais (pH, matéria organica, oxigénio dissolvido na &gua, temperatura,

salinidade e granulometria).

1.1.2.2 Manuscrito 11
Testar a aplicabilidade do EcoQ para a assembleia de Nematoda, com o intuito de

detectar a impactos humanos em estuarios tropicais com diferentes niveis de urbanizacéo.
Somado a isto, sera avaliado como os HPAs encontrados nestes estuarios afetam a composicéo

e a funcionalidade da nematofauna.
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2 RESULTADOS

2.1 MANUSCRITO |

Effects of PAHs on meiofauna from three estuaries with different levels of urbanization in the
South Atlantic.

Ver apéndice A.
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2.2 MANUSCRITO 11

Uso de EcoQ na comunidade de Nematoide de estuérios tropicais em diferentes niveis de
urbanizacgéo no atlantico sul.

2.2.1 Resumo
Dentre os ambientes naturais que se localizam préximos a urbanizacdes, 0s estuarios sao um

dos que mais necessitam de atencéo, por fornecerem servigos ecossistémicos para manutengédo
de diversos organismos que usam suas aguas para se reproduzir e se desenvolver. Dentre as
problematicas que podem afetar 0s ecossistemas estuarinos, estdo o lancamento de efluente,
esgotos ndo tratados, lixiviacdo das vias publicas, entre outros, que sdo fontes para entrada
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). Os HPAs sdo onipresentes nos ambientes e
podem ser divididos em dois tipos, os de baixo peso molecular que possuem 2-3 anéis
aromaticos e sdo toxicos, alem dos de alto peso molecular 4-6, que sdo apontados como
mutagénicos, carcinogénicos. No presente trabalho, a assembleia de Nematodeos de trés
estuarios distribuidos em um gradiente de urbanizacdo foi investigada, com o intuito de
identificar quais fatores ambientais mais influenciaram a distribuicdo e diversidade destes
organismos. De forma geral, foram contabilizados 16.436 Nematodeos, que foram
caracterizados em 60 géneros e pertencendo a 22 familias. A abundéncia de organismos variou
entre as areas, sendo significativamente maior na area mais urbanizada (Sistema Estuarino do
Capibaribe - 59,26%), seguido das areas menos e (Sistemas Estuarinos de Goiana - 22,18%) e
de intermediaria urbanizacdo (Sistemas Estuarinos de Timbd - 18,56%). Contudo, com relacdo
ariqueza e o indice de diversidade de Shannon, o estuario menos urbanizado apresentou valores
significativamente maiores em relacdo aos outros dois. J& com relacdo aos dados abidticos,
além das concentracbes de HPAs seguirem o mesmo gradiente da urbanizacdo, outras
caracteristicas também favoreciam a deposicdo destes componentes nos estuarios mais
urbanizados, como altas concentraces de matéria organica e sedimentos finos. Salientasse que,
ainda que em Goiana nédo tenham sido registrados, os HPAs de alto peso molecular (HMW
HPAS) apresentaram maiores concentracfes em relacdo aos de HPAs de baixo peso molecular
(LMW HPASs). Na presente pesquisa, 0 impacto das altas concentracbes de HMW HPAs e
matéria organica nos estuarios urbanizados estiveram diretamente relacionados as dominancias
de organismos colonizadores, assim como a reducgédo da diversidade e, consequentemente, 0s

servigos ecossistémicos que estes organismos exercem. De forma geral, a assembleia da
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Nematofauna se mostrou como boa ferramenta para avaliar os impactos e diversidade dos
ambientes estuarinos. Da mesma maneira, a avaliagdo feita sobre a utilizagdo do status de
qualidade ambiental (EcoQ) apresentou adequados e classificou o estuario menos urbanizado

como ambiente de qualidade Boa, ja os estuarios urbanizados como Pobre.

Palavras-Chaves: Nematodeos, Estuarios urbanizados, EcoQ, HPAs.
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2.2.2 Introducéo
A utilizacdo do petrdleo e seus derivados sdo, ha muito, um dos principais motivos de

preocupacao para a comunidade cientifica, pois ainda é considerado recurso indispensavel para
o0 desenvolvimento humano e sua manipulacdo ocasione a liberacdo de residuos de interesse
ecologicos por serem toxicos, mutagénicos e carcinogénico (Engraff et al., 2011; United States

Environmental Protection Agency, 2018).

Estes produtos, conhecidos como Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS), séo
organicos e formados por anéis de benzeno, sendo divididos em dois grupos a partir de seu peso
molecular. Os HPAs que possuem de 2-3 anéis aromaticos sao classificados como de baixo
peso molecular, ttm origem petrogénica e sao geralmente liberados no ambiente sem passar por
refinamento. Por sua vez, os de alto peso molecular possuem 4-6 anéis aromaticos, se originam
principalmente de forma pirogénica, ou seja, a partir da queima parcial de derivados do petréleo

e matéria organica (Boehm, 2005).

Estes poluentes sdo onipresentes, paralelamente suas fontes sdo incontaveis e as
atividades humanas no meio industrial e a falta de tratamento de efluentes s&o umas das
principais causas para entrada destes compostos no ambiente marinho. Os estuarios sao um dos
ambientes mais atingidos, pois atuam como sumidouros e podem acumular em seu sedimento
diversos poluentes. No caso dos HPAs o acimulo pode se agravar com a presenca de
sedimentos muito finos e altas concentracfes de matéria organica, pois estas particulas se

associam mais facilmente a estes compostos e se depositam no bentos estuarino.

A presenca dos HPAs pode afetar diversos tipos de organismos, dentre eles a assembleia
de Nematoides, que sdo considerados bons indicadores de impacto devida alta abundancia e
diversidade, além de curto tempo de geracdo. Estes animais, sem capacidade migratoria, se
desenvolvem no bentos e passam todos seu ciclo de vida sujeitos a contaminacéo, o que reflete
diretamente na estrutura da comunidade, o que fornece resposta quanto a qualidade do ambiente
(Bongers et al., 1991; Bongers and Ferris, 1999). Somado a isto, a funcionalidade em termos e
diversidade trofica (Wisser, 1953) e estratégia de vida (Bongers et al., 1991) da Nematofauna
possibilita, também, a avaliacdo da qualidade do ambiente (Moreno et al., 2011; Schratzberger
& Ingels, 2018) e fornecer respostas precisas quanto os efeitos de HPAs.

Em estudos recentes, o status de qualidade ecoldgica (EcoQ) vem sendo usado para
avaliacdo do ambiente utilizando as caracteristicas da Nematofauna. O EcoQ se utiliza tanto

dos dados diversidade, quanto da funcionalidade para chegar a um consenso e mensurar a


https://doi.org/10.1016%2Fj.aquatox.2011.01.009
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qualidade que o0 ambiente apresenta (Danovaro et al., 2004; Semprucci et al., 2016). Na presente
pesquisa, foi testado a eficiéncia do EcoQ na deteccdo de condigdes de perturbagdo humana em
estuarios utilizando dados da assembleia de Nematoides. Além disto, foi avaliado como 0s
organismos intersticiais s@o influenciados pelas variaveis ambientais e concentracdes de HPAS

presentes em estuarios com diferentes niveis de urbanizagdes.

Neste sentido, e a partir do sobreposto, é esperado que o ambiente estuarino que
apresenta baixa urbanizacdo em seus arredores, apresente também maior qualidade ambiental,
assim como maiores valores de diversidade. Ademais, as altas concentragdes de HPAs,
principalmente os de alto peso molecular, afetardo mais fortemente a estrutura da comunidade

de Nematoda.
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2.2.3 Materiais e Métodos

2.2.3.1 Area de estudo

As areas estudadas sdo estudrios tropicais dos rios Goiana, Timbo e Capibaribe,
localizados na costa leste da América do Sul, Nordeste do Brasil (figura 1). Todas as areas de
estudo sdo urbanizadas em diferentes graus. O sistema estuarino de Goiana (GES) esta
localizado a 7°32'43,2"S, 34°51'50,2"W. GES foi escolhido como éarea de referéncia por ser
pouco urbanizado (CPRH, 2005) e, em embora receba HPAs provenientes da queima da palha
da cana-de-agUcar, as concentragfes registradas nestes estuarios sdo baixas e ndo causam
prejuizo a fauna (Arruda-santos et al., 2018). Além disto foi previamente classificada como nédo
perturbada, pelo indice bidtico (AMBI) (Nunes de Souza et al., 2021). Ja o sistema estuarino
de Timbo (TES) esta localizado a 7°53'45.8"S, 34°51'35.9"W, e possui um nivel intermediario
de urbanizacdo (CPRH, 2005), recebendo principalmente poluicdo de esgotos néo tratados e
industriais (Noronha et al., 2011). O indice AMBI identificou o TES como ligeiramente
(Valenca & Santos, 2012) a moderadamente perturbado (Nunes de Souza et al., 2021),
sugerindo uma degradacao crescente deste estuario. O sistema estuarino do Capibaribe (CES)
esta localizado a 8°04'03"S e 34°52'16"W na parte interna do Porto do Recife, que é uma cidade
altamente urbanizada (CPRH, 2005). E formado pela confluéncia dos rios Tejipio, Jordo e
Pina e o braco sul do rio Capibaribe. Com base no indice biético AZTI, esse estuario foi
classificado como moderado a altamente perturbado (Nunes de Souza et al., 2021; Valenca &
Santos, 2012). Vérios estudos relataram que os sedimentos da CES estdo contaminados por
HPAs, hidrocarbonetos aliféticos, tributilestanho (compostos anti-incrustantes) e metais
(Macedo et al., 2007; Maciel et al., 2018, 2016, 2015).

2.2.3.2 Amostragem

As amostras foram obtidas em janeiro e fevereiro de 2016, durante o periodo de verao
(seco). A coleta de amostras foi realizada durante esta estacéo, a fim de evitar o periodo de alta
pluviosidade que leva ao enriquecimento de outros poluentes, fertilizantes e pesticidas, que
interfeririam na fauna bentonica e na avaliacdo dos efeitos dos HPAs (Boonyatumanond et al.,
2006; Zakaria et al., 2002; Zhang et al., 2017). Os estuarios foram amostrados em trés estacgdes,
e quatro réplicas foram obtidas em cada ponto usando um amostrador de fundo Van Veen (nove
litros), para cada réplica foi realizado um langamento. Amostras da meiofauna foram obtidas
com o auxilio de um cilindro de 5 cm de altura e didametro interno de 3,6 cm (&rea de 10

cm 2). As amostras foram preservadas com formaldeido tamponado a 4% (Giere, 2009).
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Figura 1. Localizacdo das estacdes de coleta dos trés estuarios na costa nordeste do Brasil. (A) Sistema estuarino
de Goiana, area menos urbanizada (GES); (B) sistema estuarino de Timbd, area de urbanizagdo intermediaria
(TES); e (C) sistema estuarino do Capibaribe, areas mais urbanizadas (CES).
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As fracOes de sedimento reservadas as analises dos parametros quimicos (HPAS,
conteddo organico totais) e fisicos (tamanho do gréo), foram coletados em um Gnico langamento
do mostrador de fundo, 0 que as caracteriza como subamostragem. Para evitar a contaminagéo
da fracdo destinada as analises de HPAs, apds a draga ser recolhida, uma espatula de aco
inoxidavel e esterilizada foi usada para retirar a superficie do sedimento (~2 cm) e um recipiente
de aluminio, também esterilizado foi usado para armazenar cada amostra congelada até o
processamento e leitura de HPAs ser realizada. As amostras foram homogeneizadas antes da
analise cromatogréfica e caracterizagdo dos HPA, a fim de evitar variagdo pontual e
aglomeracdo quimica. Salinidade, temperatura, oxigénio dissolvido e pH foram medidos

usando uma sonda JFE Advantech tipo CTD, modelo Rinko Profiler.

2.2.3.3 Tratamento de amostras biologicas em laboratorio

Para separar a meiofauna do sedimento, foram utilizados agua corrente e peneiras
(malhas acopladas de 300 e 45 um, respectivamente). O sedimento remanescente na malha de
45 pm passou por um processo de dez elutriagdes manuais e o sobrenadante de cada elutriagao

foi removido e fixado com formalina tamponada a 4% (Giere, 2009).
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Para montar as laminas de Nematoda, aproximadamente 150 animais foram reservados
de cada amostra. Estes animais foram colocados em um embrio com uma solugdo composta por
99% de Formalina e 1% de Glicerina, que permaneceu doze horas em um diafanizador. Em
seguida, iniciou-se a adicdo de uma solucdo composta por 95% de alcool e 5% de Glicerina,
que foi colocada quatro vezes com intervalos de 2 horas, o volume colocado era de quatro gotas.
Uma hora antes do manuseio dos nematodas, uma solu¢do composta por 99% de glicerina e 1%
de alcool foi adicionada ao embrio (Giere, 2009). As lamina de microscopio conteriam 0s
nematodas eram carimbados circularmente com parafina, para isso foi-se usado um tubo de
aluminio de 1,5 cm de didmetro. Cada slide foi carimbado duas vezes, para laminulas diferentes,
cada uma delas abarcou oito nematodas que eram colocados em uma goticula de glicerina no
centro da area carimbada (Giere, 2009).

A identificacdo dos géneros da Nematofauna foi realizada através da chave pictorial de
géneros (Platt & Warwick, 1988), tendo como suporte dados existentes no banco mundial de
nematoides marinhos de vida livre (Nemys eds., 2023). Os géneros da nematofauna foram
classificados quanto a estratégia de vida, ou seja, cinco categorias que vao dos mais
colonizadores (CP-1 e 2) até os mais persistente (CP-3 até CP-5) (Bongers & Bongers, 1998).
Enquanto os colonizadores possuem ciclo de vida curto, altas taxas de reproducao e resistentes
a distarbios, os persistentes tém ciclo de vida mais longo, com poucos descendentes e sensiveis
a distarbios (Bongers, 1990; Bongers et al., 1991). A partir do valor médio de colonizador-
persistentes nas amostras foi definido o valor do indice de maturidade (IM), seguindo a
metodologia de Bongers (1990). O tipo bucal de cada género foi classificado a partir de Wieser
(1953), sendo classificados em quatro grupos tréficos (G-T): comedores de deposito seletivos
(1A) e ndo seletivos (1B), comedores de epistrato (2A) e predadores/onivoros (2B).

2.2.3.4 Analises das variaveis sedimentares

A matéria organica foi calculada a partir da perda de peso apés a ignicédo a 450 °C por
5 horas (Giere, 2009). A granulometria foi determinada segundo Suguio (1973), utilizando o
método de peneiracdo Umida para peneirar e separar a fracdo silte-argila. O sedimento
remanescente foi peneirado em agitador e fracionado através de peneiras com aberturas de
tamanhos entre 2 mm a 0,062 mm. Os métodos para anélise das concentra¢Ges de HPA estdo
descritos em (Nunes de Souza et al., 2021). Resumidamente, as amostras foram analisadas por
cromatografia gasosa (modelo 7820A; GC—Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA)
acoplada a espectrometria de massas (modelo 5975C; MS—Agilent Technologies, Santa Clara,
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CA, EUA), no modo de monitoramento selecdo de ions (SIM). Os valores aqui apresentados
referem-se a soma dos HPAs (3’ HPAs).

2.2.3.5 Analise de dados

Os dados de densidade da meiofauna foram transformados em raiz quarta e a matriz de

similaridade foi calculada usando o indice de Bray-Curtis. Para visualizar os padrdes de
similaridade, eles foram ordenados usando a analise de escala multidimensional ndo métrica
(nMDS). Para testar a significancia dos padrdes visualizados, uma ANOVA permutacional
(PERMANOVA) foi aplicada. Uma anélise PERMDISP foi usada para testar a homogeneidade
entre os dados. As areas estuarinas (GES, TES e CES) foram aplicadas como fator, tanto para
0 PERMANOVA, quanto para o PERMIDISP. Todos os dados abioticos foram transformados
(em raiz quarta) e normalizados, antes de serem utilizados em anélises.
Para avaliar a diversidade da meiofauna estuarina, foram calculados os seguintes indices:
Shannon Wiener (H’), Pielou (J) e riqueza de géneros (S) (Anderson et al., 2008). Para analisar
esses indices ecologicos de respostas da meiofauna a fatores ambientais e concentracfes de
HPAs, a regressdo de modelagem linear multivariada baseada em distancia (DistLM) foi
aplicada. O dbRDA foi realizado para obter a ordenacéo e visualizacdo de modelos ajustados
(como do DistLM), e vetores plotados em graficos foram gerados com a correlacdo de postos
de Spearman.

O status de qualidade ambiental (EcoQ) (Moreno et al., 2011) para nematofauna foi
avaliado a partir dos seguintes pardmetros: teor de matéria organica no sedimento,
concentracdes de HPAs através do SQG (ERL-ERM) (Long & Morgan, 1990), abundancia de
organismos colonizador-persistentes (CP), valores do indice de maturidade e diversidade trofica
e presenca de géneros sensiveis/tolerantes nos estuarios (>10%) (Moreno et al., 2011,
Semprucci et al., 2014). As concentracfes de HPAs foram avaliados a partir do CCME
(conselho canadense de ministros do meio ambiente) também. O CCME, através do Banco de
Dados de Efeitos Bioldgicos para Sedimentos (BEDS) (Macdonald et al., 2000, 1996),
fundamentou cinco classes que definem a probabilidade de que efeitos bioldgicos sejam
observados em organismos bentonicos: nivel de efeito raro (REL), nivel de efeito limiar (TEL),
nivel de efeito ocasional (OEL), nivel de efeito provavel (PEL) e nivel de efeito frequente
(FEL). As analises multivariadas foram realizadas utilizando o software: PRIMER v6 com a
adicdo do pacote PERMANOVA+ (Gorley & Clarke, 2008).
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2.2.4 Resultados

2.2.4.1 Parametros Ambientais

A salinidade do estuério variou de 23 a 36, e a temperatura média foi de 29,2 + 0,1 °C
(média + SE). A matéria organica (MO) variou muito entre os estuarios, indo de 1,37% a
16,28% (pseudo-F = 21,61; p = 0,014) com uma quantidade significativamente menor de MO
no sistema estuarino goiano (GES) (p < 0,045). O pH variou de 5,79 a 8,50, onde foram
registradas medidas significativamente mais &cidas para o sistema estuarino do Capibaribe
(CES), diferindo dos demais (p < 0,0003). Curiosamente, o oxigénio dissolvido foi pelo menos
trés vezes maior no CES, diferindo na comparagdo em pares com GES e no sistema estuarino
Timbé (TES) (p < 0,02) (tabela 1).

Em relagdo aos HPAs, foram identificados um total de 17 compostos diferentes, dos
quais 16 sdo listados como nocivos a saude pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US EPA) (Keith, 2015). As concentracdes dos HPAs de baixo peso molecular (LMW
HPA) variaram de 0,55 + 0,67 (média + erro) em GES, a 58,12 + 21,02 em CES. Por sua vez,
0s HPAs de alto peso molecular (HMW HPASs) ndo foram registrados em GES, suas
concentragdes variaram 130,21 + 66,80 em TES, a 616,70 £ 310,29 em CES (tabela 1).

Apenas trés HPAs foram detectados nos sedimentos do GES: 2-Methylnaphthalene,
Fluorene e Phenanthrene. A maioria dos HPAs foram comuns a CES e TES, com exce¢édo do
Acenaphthene, que foi detectado apenas no sedimento de CES. As maiores concentracdes
individuais de HPAs foram relatadas para Fluoranthene, Indeno[1,2,3-cd]pyrene, Pyrene,
Benzo[a]pyrene e Benzo[b]fluoranthene, que juntos representaram 56,20% da concentragéo
total de HPA.

A granulometria nos estuarios variou de cascalho a silte-argila, onde a fracdo de areia
média foi mais abundante no estuario menos impactado por HPAs, enquanto as areas mais
poluidas apresentaram maiores concentracdes de silte-argila. A comparacdo das fracOes
sedimentares entre as areas mostrou que a areia muito fina foi significativamente menor no
GES, enquanto a fracéo silte-argila no CES foi significativamente maior em relacdo ao GES
(tabela 2).

2.2.4.2 Estrutura da Nematofauna

Um total de 60 géneros, pertencentes a 22 familias foram registrados nos trés estuarios

estudados. A contagem total de individuos da nematofauna foi de 16.436 individuos, dos quais
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9.740 (59,26%) individuos foram coletados no sistema estuarino Capibaribe (CES), em Goiana
foram registrados 3.646 (22,18%) e 3.050 (18,56%) em Timbo. Devido as oscilagdes, a
densidade dos organismos diferiu significativamente entre os estuarios (Permdisp = 0,28;
pseudo-F =10,678; p =0,0002), na comparacdo em pares CES diferiu dos demais por apresentar

densidade de organismos consideravelmente maior (p < 0,003).

Tabela 1. Valores médios (+SE) das variaveis ambientais dos trés estuarios. Valores de P (perm) < 0,05 estdo em
negrito. A comparagdo em pares foi expressa em letras mindsculas, que representam diferencas significativas da
variavel nos estuarios. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbd; CES, sistema
estuarino do Capibaribe; LMW HPAs, HPAs de baixo peso molecular; HMW, HPAs de alto peso molecular; OD,
oxigénio dissolvido; MO, matéria organica; Temp., temperatura.

Area LMW HPA HMWHPA OD MO Temp o
pH Salinidade
ng/g* ng/g* mg/L mg/g ce
GES 0,55 0,00 4,45 8,40 1,87 29,13 27,33 %
+ 0,672 + 0,002 +0,44* +0,04*° +£0,352 +0,08 2,16
TES 8,97 130,21 5,43 8,39 6,88 29,03 30,67 +
+4,65° + 66,80P +0,49° +0,0620 +1,12° +0,04 3,56
CES 58,12 616,70 17,67 5,81 11,77 29,47 27,57+
+21,02° +310,29° +2,04° +0,02° +3,04° +0,27 3,78
p 0,018 0,001 0,024 0,039 0,014 0,103 0,349

Pseudo-F 16,079 28,417 63,793 41469 21,609 3,381 1,364
PermDisp  0,3697 0,0333 0,3889 0,071 0,7611  0,0245 0,7779

Tabela 2. Valores médios (+SE) das fragBes granulométricas nos trés estuarios. Resultado de Permanova e
Permidisp na matriz granulométrica dos estuérios. Valores de P (perm) < 0,05 estdo em negrito. A comparagdo em
pares foi expressa em letras minusculas, que representam diferencas significativas de cada fragdo granulométrica
nos estudrios. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbd; CES, sistema estuarino do
Capibaribe; VCS, areia muito grossa; CS, areia grossa; MS, areia média; FS, areia fina; VFS, areia muito fina.

L Cascalno  VCS CS MS FS VFS  Silte-Argila
Estuario
%
GES 2 2,13 16,03 43,23 33,96 0,67 1,97
+ 2,27 +1,45 + 9,62 +125 +2461 +0,11° +1,0°
TES 513 5,8 13,77 19,7 27,83 16,87 10,97
+4,7 +301 +£5098 +5,27 +727 +872° +4,52%
CES 9,17 59 13,67 17,93 15,1 115 26,73
+6,63 +348 +6,88 +748 +218 467" +10,7°
p 0,384 0,459 0,956 0,258 0,482 0,043 0,048
Pseudo-F 1,126 1,147 0,057 2,913 0,629 7,882 9,301

PermDisp 0,871 0,887 0,17 0,726 0,13 0,052 0,419
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Um total de 60 géneros, pertencentes a 22 familias foram registrados nos trés estuarios
estudados (tabela 3). A contagem total de individuos da nematofauna foi de 16.436 individuos,
dos quais 9.740 (59,26%) individuos foram coletados no sistema estuarino Capibaribe (CES),
em Goiana foram registrados 3.646 (22,18%) e 3.050 (18,56%) em Timbo. Devido as
oscilac@es, a densidade dos organismos diferiu significativamente entre os estuarios (Permdisp
= 0,28; pseudo-F = 10,678; p = 0,0002), na comparagdo em pares CES diferiu dos demais por

apresentar densidade de organismos consideravelmente maior (p < 0,003).

Os géneros foram classificados de acordo com a frequéncia de ocorréncia, baseado em
Bodin (1977): Constante (75,1-100%), Frequente (50,1-75%), Comum (25,1-50%) e Raro
(menor que 25%). Assim, constatou-se que dois géneros foram constantes, enquanto quatro
frequentes e 12 comuns, a maior parte deles, 42 géneros, se classificaram como raros (figura
2).

Mais da metade (56,52%) dos organismos na area controle foram exclusivos, o0 que
totaliza 26 dos 46 géneros registrados em GES. Em sua maioria, 0s exclusivos de GES
apresentaram estratégia de vida mais persistente (CP-3), enquanto o tipo bucal predominante
foi de alimentadores de epistrato (2A). Em TES, 10 dos 26 géneros registrados foram
exclusivos, sendo seis deles com caracteristica CP-3 e alimentadores se epistrato também (2A).
Por fim, apenas 3 dos 19 géneros registrados em CES foram exclusivos, dois deles foram
colonizadores (CP-2) e alimentadores ndo seletivos (1B), ja o terceiro mostrou-se mais
persistente (CP-3), além de ser onivoro/predador (2B) (figura 2; tabela 3). Dez géneros se
repetiram nos trés estuarios, dos quais cinco apresentaram as maiores densidades do trabalho
(ie, Terschellingia, Sabatieria, Daptonema, Metadesmolaimus e Prochromadorella). Cinco
géneros foram comuns a area de referéncia (GES) e a area com poluicdo intermediaria (TES)
séo eles Bolbonema, Chromadorita, Desmodora, Gomphionema, Metachromadora. Da mesma
maneira, cinco outros géneros apareceram apenas na area de referéncia (GES) e a area com
maior poluigdo por HPAs (CES), séo eles Chromaspirina, Laimella, Marylynnia, Oxystomina,
Paracyatholaimus. Apenas o género Subsphaerolaimus foi restrito as areas poluidas (TES e
CES) (figura 2).

A anélise do PERMANOVA e a comparagdo do pair-wise evidenciou diferengas
significativas na comunidade dos estuarios (tabela 4). A riqueza nas areas diferiu

significativamente de um local para outro (pseudo-F =57,861; p = 0,0001), sendo significativa-
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Tabela 3. Lista de género por estudrio, assim como seus respectivos valores de colonizador-persistentes e grupos
tréficos. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbo; CES, sistema estuarino do
Capibaribe; CP, colonizador-persistentes; GT, grupo tréfico.

Estuario de GES Estuario de TES Estuario de CES

Géneros CP GT Géneros CP GT Géneros CP GT
Alaimella 2 2A Araeolaimus 1 1B Chromaspirina 3 2A
Axonolaimus 2 1B Bolbonema 3 2A Daptonema 2 1B
Bathylaimus 2 1B Chromadora 3 2A Dorylaimopsis 2 2A
Bolbonema 3 2A Chromadorella 3 2A  Gomphionchus 2 1B
Camacolaimus 2 2A Chromadorita 3 2A Halichoanolaimus 3 2B
Ceramonema 3 1A Daptonema 2 1B Laimella 2 1B
Cheironchus 3 2B Desmodora 3 2A Marylynnia 3 2A
Chromadorita 3 2A Dorylaimopsis 2 2A Metadesmolaimus 3 2B
Chromaspirina 3 2A Gomphionema 2 2A  Oncholaimus 4 2B
Daptonema 2 1B Linhomoeus 2 2B Oxystomina 4 1A
Dasynemoides 3 1A Metachromadora 2 2A  Paracyatholaimus 3 2A
Desmodora 3 2A Metacyatholaimus 3 2A  Parodontophora 2 1B
Diplopeltoides 3 1A Metadesmolaimus 3 2B Perspiria 3 2A
Dorylaimopsis 2 2A Oncholaimus 4 2B Prochromadorella 3  2A
Eubostrichus 3 1A Paradesmodora 3 2A  Sabatieria 2 1B
Gammanema 3 2B Paralongicyatholaimus 3 2A  Subsphaerolaimus 3 1B
Gomphionema 2 2A Perspiria 3 2A  Terschellingia 2 1A
Halalaimus 4 1A Prochromadorella 3 2A Theristus 2 1B
Hypodontolaimus 3 2A Sabatieria 2 1B Viscosia 4 2B
Laimella 2 1B Subsphaerolaimus 3 1B
Latronema 3 2B Synonchiella 3 2B
Leptonemella 4 1A Terschellingia 2 1A
Marylynnia 3 2A Thalassomonhystera 1 1B
Metachromadora 2 2A Theristus 2 1B
Metadesmolaimus 3 2B Trissonchulus 4 2A
Microlaimus 2 2A Viscosia 4 2B
Neochromadora 3 2A
Nudora 3 2A
Odontophora 2 1B
Omicronema 2 1B
Oncholaimellus 4 2B
Oncholaimus 4 2B
Oxystomina 4 1A
Paracomesoma 2 2A
Paracyatholaimus 3 2A
Perspiria 3 2A
Prochromadorella 3 2A
Pseudochromadora 3 2A
Rhabdocoma 4 1A
Sabatieria 2 1B
Setosabatieria 2 1B
Stygodesmodora 3 2A
Terschellingia 2 1A
Theristus 2 1B
Viscosia 4 2B
Xyala 3 1B
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mente maior no estuério de referéncia, localizado no rio Goiana (GES, p < 0,0001). Este indice
ecoldgico, diminuiu ao passo que as areas apresentavam maiores niveis de urbanizacdo e
poluicdo por HPAs. Ja em GES a riqueza total chegou a 46 (média, 19,00 + 0,96), no estuario
com poluicdo intermediaria (TES) a riqueza reduziu 43,48% (S = 26; média, 7,92 + 0,91),
enquanto que no estuéario mais poluido (CES) a reducao foi de 56,52% (S = 22; média, 9,17 £
0,52).

Figura 2. Lista de géneros de nematoides divididos em quatro categorias de frequéncia de ocorréncia: Constante
(75,1-100%), Frequente (50,1-75%), Comum (25,1-50%) e Raro (0,1-25%), através do métodos de Bodin (1977).
Valores dentro das interse¢des representam a quantidade de géneros compartilhados (S) e/ou exclusivos de cada
estudrio. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbo; CES, sistema estuarino do
Capibaribe. Circulo verde, azul e laranja representam os estuarios de GES, TES e CES, respectivamente.

Constante Frequente Comum Raros
B0N Daptonema BEE Metadesmolaimus W 4xonolaimus N dlaimella W 4raeolaimus
BB Terscheliingia 00N Perspiria B Eubostrichus B Bathylaimus Bchromadora
WMl sabatieria N Latronema Bcamacolaimus Bchromadorella
WRE Theristus B Setosabatieria B ceramonema B Zinhomoeus
BB Bolbonema ic heironclu‘ls W Metacyatholaimus
0 Dasynemoides B Paradesmodora
Bi chromaspirina B Diplopeltoides W Paralongicyatholaimus
BB Marylynnia N Gammanema W Synonchiella
BB Oxystomina N Halalaimus W Thalassomonhystera
BN Paracyatholaimus N tvpodontolaimus W Trissonchulus
NN oncholaimus W Leptonemella N Gomphionchus
NN Prochromadorella W Microlaimus W Halichoanolaimus
BB viscosia B Neochromadora B Parodontophora
B Nudora
l odontophora Bl chromadorita
B omicronema BN Desmodora
B oncholaimelius WM Gomphionema
B paracomesoma BN Metachromadora
0 Pseudochromador B0 Laimella
CES B Rhabdocoma . )
W sngodesmodora BN subsphaerolaimus
0 xvala BB Dorviaimopsis

Tabela 4. Comparagdo da estrutura Nematofaunistica dos trés estuarios, assim como a comparagao em pares (pair-
wise). GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbo; CES, sistema estuarino do Capibaribe;
Res, residuos; df, grau de liberdade; MS, média quadrada; t, pseudo-t (\pseudo-F).

PERMANOVA df MS  Pseudo-F  P(perm)
Estuario 2 23640 33,428 0,0001
Res 33 707.2
Total 35
PERMIDISP 2 1,0586 0,4175
PAIR-WISE

Grupos P(perm)
GES, TES 5,8034 0,0001
GES, CES 6,9597 0,0001
TES, CES 4,5724 0,0001
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Por sua vez, a diversidade de Shannon-Wiener (H”) diferiu entre os estuarios (pseudo-
F =47,078; p = 0,0001), sendo significativamente maior (p = 0,0001) no sistema estuarino de
Goiana (média, 2,27 + 0,09) seguido de CES (media, 1,59 + 0,08) e TES (média, 1,36 £ 0,09).
Por fim, dentre os indices ecoldgicos testados apenas a equitabilidade de Pielou (J) nao diferiu
entre as areas estudadas (pseudo-F = 2,8983; p = 0,072). As médias de cada indice ecoldgico

por estacdo podem ser vistos na tabela 6.

Tabela 5. Permanova e Pair-wise para os indices ecoldgicos nos estuarios estudados. O fator analisado foi a area
(Estuario). Valores de P(perm) < 0,05 estdo em negrito. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino
de Timbo; CES, sistema estuarino do Capibaribe; Res, residual; df, graus de liberdade; MS, média quadrada; t,
pseudo-t (Vpseudo-F); indices Ecol., indices ecoldgicos.

PERMANOVA PAIR-WISE
indices Ecol. df MS pseudo-F P (perm)  Groups t P (perm)
Riqueza - S Estuary 2 0,618 57,861 0,0001 GES, TES 9,093 0,0001

Res. 27 0,011 GES, CES 9,456 0,0001
Total 35 TES,CES 1,867 0,0763
Densidade - N Estuary 2 8,135 10,678 0,0002 GES, TES 1,265 0,2267
Res. 27 0,762 GES, CES 3,716 0,0024
Total 35 TES, CES 4,269 0,0002
indice de Estuary 2 0,071 47,078 0,0001 GES, TES 9,049 0,0001
Shannon - H' Res. 27 0,002 GES, CES 7,241 0,0001
Total 35 TES, CES 2,779 0,0138
Equitabil. -J* Estuary 2 0,002 2,8485 0,075  GES, TES - -
Res. 27 0,001 GES, CES - -
Total 35 TES, CES - -

Tabela 6. Valores médios e erro padrdo (£SE) dos indices ecoldgicos dos estuarios. GES, sistema estuarino de
Goiana; TES, sistema estuarino de Timbo; CES, sistema estuarino do Capibaribe; St (1,2,3), estacdo; Equitabil.,
equitabilidades

GES TES CES

Stl St2 St3 Stl St2 St3 Stl St2 St3

Riqueza 20,25 17,75 19,00 10,50 525 8,00 8,25 8,50 10,75
+0,48 +2,17 +2,04 +166 +048 122 048 +096 0,75

Densidade 272,25 274,00 36516 522,64 152,92 87,00 1247,79 410,55 776,70
+89,19 +101,38 +119,96 *195,78 +58,69 *18,19 *234,97 126,54 +248,59

Shannon 2,59 2,11 2,11 1,58 1,07 143 1,42 1,50 1,86
+0,03 +0,11 #0,19 +0,12 0,09 0,13 0,09 #0,11 0,09

Equitabil. 0,86 0,74 0,72 0,69 0,67 0,70 0,67 0,71 0,78
+0,01 +0,01 +0,05 +0,06 +0,1 +0,02 0,04 +0,03 0,02

Estuarios

A anélise de similaridade (SIMPER) mostrou que 0s géneros que mais contribuiram
para as diferencas entre GES e TES foram: Chromaspirina (7,42%), Latronema (5,19%),
Axonolaimus (4,96%), Metadesmolaimus (4,69%). Entre os estuarios de GES e CES, os
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principais géneros que contribuiram para a dissimilaridade foram: Terschellingia (7,88%),
Chromaspirina (6,16%), Sabatieria (5,95%) e Latronema (4,55%). J& em TES e CES, os
géneros que mais contribuiram com a dissimilaridade foram: Sabatieria (10,92%),
Metadesmolaimus (10,84%), Terschellingia (7,65%) e Daptonema (7,31%) (tabela 7). A
andlise de ordenacdo evidenciou a separagdo entre as comunidades de GES e as de TES e CES
(figura 3).

Tabela 7. Resultados da analise de similaridade (SIMPER) usando dados de abundancia, indicando os taxons que
juntos contribuem com no minimo 40% de dissimilaridade na assembleia dos estuarios. GES, sistema estuarinode
Goiana; TES, sistema estuarino de Timbd; CES, sistema estuarino do Capibaribe; Abund med., abundancia média;
Diss Med., dissimilaridade média; Diss/SD, desvio padrio da dissimilaridade; Contrib%, porcentagem de
contribui¢do; Cum.%, porcentagem cumulativa.

Estuarios GES e TES GES TES

(Dissi. med. = 83,75%) Abund med. Abund med. Diss Med. Diss/SD Contrib% Cum.%
Chromaspirina 2,78 0 6,21 3,16 7,42 7,42
Latronema 1,98 0 4,35 3,95 5,19 12,61
Axonolaimus 1,89 0 4,15 2,88 4,96 17,57
Metadesmolaimus 1,92 0,12 3,93 1,96 4,69 22,26
Terschellingia 0,46 2,23 3,78 1,94 4,52 26,78
Eubostrichus 1,58 0 3,62 1,76 4,32 31,1
Daptonema 1,27 2,85 3,46 1,67 4,14 35,24
Bolbonema 1,54 0,09 3,32 2,13 3,97 39,2
Viscosia 1,43 0,18 3,04 1,41 3,63 42,84
Estuérios GES e CES GES CES

(Dissi. med. = 78,61%) Abund med. Abund med. Diss Med. Diss/SD Contrib% Cum.%
Terschellingia 0,46 3,84 6,19 3,15 7,88 7,88
Chromaspirina 2,78 0,16 4,84 2,87 6,16 14,04
Sabatieria 0,61 3,13 4,68 1,85 5,95 19,99
Latronema 1,98 0 3,58 5,01 4,55 24,54
Axonolaimus 1,89 0 3,42 3,19 4,35 28,89
Prochromadorella 0,3 1,87 3,24 1,14 4,13 33,02
Perspiria 0,36 1,75 2,99 1,74 3,8 36,82
Eubostrichus 1,58 0 2,96 1,85 3,76 40,58
Estuérios TES e CES TES CES

(Dissi. med. = 65,05%) Abund med. Abund med. Diss Med. Diss/SD Contrib% Cum.%
Sabatieria 0,56 3,13 71 1,86 10,92 10,92
Metadesmolaimus 0,12 2,7 7,05 2,3 10,84 21,76
Terschellingia 2,23 3,84 4,98 1,58 7,65 29,41
Daptonema 2,85 1,43 4,75 1,55 7,31 36,72

Prochromadorella 1,14 1,87 4,61 1,29 7,09 43,81
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2.2.4.4 Qualidade ecologica através do EcoQ

Atraveés dos parametros do EcoQ (Moreno et al., 2011), foi observado que as estages
de GES tendenciaram a Boa qualidade do ambiente, enquanto todas as amostras de TES
apresentaram qualidade Pobre. Como as classes das trés estacdes de CES foram diferentes, este

estuario foi classificado pela média (Chen, 2018), portanto Pobre (tabela 8).

Figura 3. Gréfico de ordenacéo dos principais componentes (PCO) usando dados da densidade de nematoides nos
estuarios. Tamanho e direcdo dos vetores representam o nivel de correlacdo. GES, sistema estuarino de Goiana;
TES, sistema estuarino de Timbo; CES, sistema estuarino do Capibaribe. Seta indica os géneros que estdo
sobrepostos.
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PCO1 (41,5% of total variation)

De forma geral, a classificagdes do EcoQ para as estagOes de Goiana flutuaram entre
Otimo e Bom (H-G), o indice de Shannon foi o Gnico que ndo seguiu o padrdo e variou de
Moderado a Pobre. Ja em Timbo, as maiores classificacfes observadas foram nas categorias de
materia organica e o indice de diversidade trofica, ambos Moderado. Contudo as demais
categorias foram dominadas por Pobre e Ruim. No estuario do Capibaribe é possivel observar
um padréo, suas estacdes um e dois foram dominadas por Pobre e Ruim, enquanto em sua
estacao trés a classificacdo Bom apareceu para o indice de maturidade e Alto para as categorias
de colonizador-persistentes (tabela 8).
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Tabela 8. Resultados do EQS para cada estagdo dos estuarios. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema
estuarino de Timbd; CES, sistema estuarino do Capibaribe; St (1,2,3), estacdo; Metric. Do EcoQ, métricas do
EcoQ; SQG, diretriz de qualidade do sedimento; ERL, Intervalo de baixo efeito; ERM, Intervalo de médio efeito;
IM, indice de maturidade; CP, colonizador-persistentes; ITD, indice de diversidade trofica; « -, ndo determinado.
AvaliacOes da qualidade no EcoQ: H, Alta; G, Boa; M, Moderada; P, Pobre; B, Ruim.

Area GES TES CES

Metric. Do EcoQ Stl1 St2 St3 Stl1 St2 St3 Stl1 St2 St3

Matéria Organica H-G H-G H-G M M M M P-B P-B

ERL-ERM H-G H-G H-G H-G HG H-G H-G H-G H-G
(ng g-1p.s.)

IM G H G P B B B B G

CP H H H B B B B B H

Shannon — H' M P P P P P P P P

ITD G G G M P M G G G
Géneros (>10%)

Sensivel/Tolerante G i ) B P B B B B

Resultado G H G P P P P B M

A classificacdo das concentracdes de HPAs dentro dos parametros do EcoQ (ERL-ERM
ng/g-1, Long et al., 1995; Macdonald et al., 1996) nao diferiu os estuarios em relagéo a poluicao,
todas as estacGes apresentaram EcoQ Alta-Boa para os niveis de HPAs. Por este motivo, ainda
gue nao esteja integralizado ao EcoQ, as concentracdes de HPAs foram classificadas através
dos critérios para avaliacdo da qualidade do sedimento do conselho canadense de ministros do
meio ambiente (CCME, 1995; 1999), a fim de favorecer as interpretacfes quanto a poluicéo
nos estuarios. A tendéncia observada evidenciou que conforme o nivel de urbanizagdo aumenta,
os limites dos parametros de qualidade do sedimento sdo ultrapassados (tabela 9). Alguns dos
HPAs apresentaram concentrac@es preocupantes e sinalizam a necessidade da prevencdo da
contaminacdo: Dentre os HPAs de baixo peso molecular foram o Acenaphthylene e o
Phenanthrene (ambos com 3 anéis), ja dentre os de alto peso molecular foram Fluoranthene,
Benzo[a]anthracene, Benzo[a]pyrene, Dibenz[a,h]anthracene (com 4, 4, 5 e 5 anéis,

respectivamente).

2.2.4.5 Biomassa da Nematofauna

A biomassa média variou de 78 + 16,77 a 2.347 + 460,00 pg de peso seco por 10 cm ™2,
sendo encontrada a maior parte desta biomassa (68,53%) na area mais impactada por HPAs e
urbanizacéo, sistema estuarino do Rio Capibaribe (CES). Em contrapartida, a area com impacto
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moderado apresentou valor inferior até mesmo ao registrado no estuario controle (15,28 e
19,38%, respectivamente). Diante disto, foram observadas diferencas significativas tanto entre
a biomassa dos estuarios (pseudo-F = 30,59; p = 0,0001), quanto ha comparacao aos pares (p <
0,0001).

Tabela 9. Avaliacdo da qualidade ambiental através dos limites propostos pelo Critérios para a Avaliacdo da
Qualidade dos Sedimentos em Quebec (ECM, 2007). GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino
de Timbd; CES, sistema estuarino do Capibaribe; REL, nivel de efeito raro; TEL, nivel de efeito limiar; OEL,
nivel de efeito ocasional; Q. anéis, quantidades de anéis; St, estacfes.

REL TEL OEL
Q. anéis HPAs )
abaixo do REL entre REL e TEL entre TEL e OEL

2 Naphthalene Todas St - -
3 Acenaphthene Todas St - -
3 Acenaphthylene Demais St - CES: St 3
3 Fluorene Todas St - -
3 Phenanthrene Demais St - CES: St 3
3 Anthracene Todas St - -
4 Fluoranthene TES:St2,3 TES: St1; CES: St 1,2 CES: st3
4 Pyrene TES: St1,2,3 CES:st1,2,3 -
4 Benzo[a]anthracene TES: St2,3;CES: St2  TES: St1; CES: St1 CES: St 3
4 Chrysene TES: St1,2,3; CES: St2 CES:st1,3 -
5 Benzo[a]pyrene TES:St1,2,3 CES: St1,2 CES: St 3
5 Dibenz[a,h]anthracene TES: St2,3 TES: St1; CES: St 2 CES:St1,3

Os géneros que mais contribuiram com a biomassa no presente estudo foram
Terschellingia (21,8%), Sabatieria (15,9%), Daptonema (13,6%), juntos somaram 51,36% do
total. Em nossa area controle (GES), os géneros que se destacaram pela biomassa foram
Chromaspirina e Metadesmolaimus (45,13%), j& na area intermediaria (TES) se destacaram
Daptonema e Terschellingia (73,9%), enquanto que na area mais poluida foram Terschellingia

e Sabatieria que apresentaram as maiores biomassas (53,91%).

2.2.4.6 Grupos Tréficos (GT) e Estratégia de Vida (CP)

Assim como os organismos mais abundantes em Goiana se caracterizaram por serem
sensiveis e com estruturas bucais mais complexas (CP-3; 2A e B, ver acima), os resultados
obtidos através do SIMPER apontaram que Chromaspirina (CP-3; 2A), Latronema (CP-3; 2B)
e Axonolaimus (CP-2; 1B) foram o0s géneros que mais contribuiram (31,69%) com a
similaridade dentro GES: 55,94%.
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Por outro lado, os estuérios urbanizados apresentaram predominancia de organismos
detritivoros (1A e B) e oportunistas (CP-2). O SIMPER revelou que Daptonema (CP-2; 1B),
Theristus (CP-2; 1B) e Terschellingia (CP-2; 1A) foram os que mais contribuiram (80,26%)
com a similaridade dentro de TES: 51,81%. J4 em CES, 0s géneros que mais contribuiram com
a similaridade (59,46%) foram Terschellingia (CP-2; 1A), Sabatieria (CP-2; 1B) e
Metadesmolaimus (CP-3; 2B), que dentro deste estuario somou: 59,46%.

As médias do indice de maturidade (M), gerado a partir das categorias de colonizador-
persistentes, variaram de 2,04 + 0,01 a 2,82 + 0,06, sendo o maior valor registrados na estacao
2 em GES, seguida de suas estacfes 1 e 3 (2,75 + 0,06 e 2,75 £ 0,12, respectivamente) (figura
4). Em contrapartida as estacfes 1 de CES e 2 de TES, apresentaram 0s mais baixos Ml (2,04
+ 0,01 e 2,04 £ 0,03, respectivamente). A partir disto, foram observadas diferencas
significativas tanto entre os estuarios (pseudo-F = 114,68; p = 0,0001), quanto suas esta¢des (P

< 0,0001).

Figura 4. Porcentagem de contribuicdo de diferentes Grupos de colonizador-persistentes (% CP) e indice de
Maturidade (MI + SE (erro padrdo)) em cada estacéo dos estuérios amostrados. Eixo da esquerda: % - CP, eixo da
direita: MI = SE; GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbd; CES, sistema estuarino do
Capibaribe; St, estacGes.
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Ja médias do indice de diversidade trofica (ITD), gerado a partir grupos troficos (GT),
variaram de 0,25 = 0,09 na estagcdo 2 de TES a 0,71 + 0,01 na estagdo 1 de GES. Assim como
no indice anterior, as maiores médias foram observadas nas trés estagcdes de GES, seguido dos

valores registrados nas trés estacdes de CES e TES, respectivamente (figura 5). Os valores
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destes indices diferiram significativamente entre os estuérios (pseudo-F = 23,954; p = 0,0001),
sendo TES a area com valores significativamente mais baixos em comparagdo com os demais
(P <0,0003).

Figura 5. Porcentagem de contribuigéo de diferentes Grupos Troficos GTs (% GT) e indice de Diversidade Trofica
(ITD * SE (erro padrdo)) em cada estacéo dos estuarios amostrados. Eixo da esquerda: % - GT, eixo da direita:
ITD + SE. Os valores do indice de diversidade tréfica (ITD) estdo representados com de forma inversa, ou seja,
seus valores foram subtraidos de 1 (1 — valor do ITD), assim o valor mais alto representa maior diversidade tréfica.
GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbd; CES, sistema estuarino do Capibaribe; St,

estacoes.
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2.2.4.7 Correlacdo entre a nematofauna e as varidveis ambientais

Os dados abioticos explicaram 76,88% da variacdo da nematofauna nos estuarios
(DISTLM — Best). Os dados ambientais que mais se destacaram foram: os HPAs de alto peso
molecular (HMW HPAS), seguido de pH e MO, juntos explicam 50,93% da distribuicdo da
comunidade. Apenas a areia grossa (p = 24,89%) e salinidade (p = 0,6) ndo influenciaram a
distribuicdo dos organismos (tabela 10). Foi observada, a partir do dbRDA, uma clara separagéo
entre os estuarios, com os HMW HPAs agrupando as areas mais urbanizadas e poluidas (eixo

1), além de CES ter se isolado por apresentar pH mais acido (eixo 2) (figura 6).
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Tabela 10. Variaveis ambientais selecionadas pela anélise DistLM-BEST, por melhor correlacionar com a fauna
estuarina. O procedimento BEST foi utilizado em matrizes de similaridade baseadas na densidade dos
Nematodeos. RSS, soma quadrada residual; No. Vars, nimero de variaveis; HMW HPAs, HPAs de alto peso
molecular; MO, matéria organica; Temp., temperatura; OD, oxigénio dissolvido; VCSand, areia muito grossa;
VFSand, areia muito fina; Csand, areia grossa; Sand, areia; Msand, areia média; Fsand, areia fina; Silte, silte-

argila.
R? RSS No. Vars Variable Selection
0,33312 55073 1 HMW HPAs
0,50927 40526 2 pH; MO
0,61234 32015 3 pH; MO; Temp.
0,66341 27797 4 OD; pH; MO; VCSand
0,70519 24347 5 OD; pH; MO; VCSand; VFSand
0,73797 21640 6 Salinidade; OD; pH; MO; VCSand; VFSand
0,76272 19596 7 Salinidade; OD; pH; MO; VCSand; Csand; VFSand
0,76879 19094 8 Salinidade; OD; pH; Sand; VCSand; Msand; Fsand; Silte

Figura 6. Andlise de redundancia baseada em distancia (dbRDA), correlacéo entre a assembleia de nematoides e
dados ambientais, incluindo HPAs de alto e baixo peso molecular. Tamanho e dire¢do dos vetores representam o
nivel de correlagdo. GES, sistema estuarino de Goiana; TES, sistema estuarino de Timbd; CES, sistema estuarino

do Capibaribe.
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2.2.5 Discussao

2.2.5.1 Oscilagdo da funcionalidade da nematofauna nos estuarios com diferentes niveis de

urbanizagéo

Ambientes estuarinos, muitas vezes, sofrem com as inimeras fontes de poluigéo crénica
resultante da urbanizacao que os rodeia. Os efeitos da urbanizacdo podem ser identificados nas
caracteristicas fisicas e quimicas do sedimento estuarino, além da fauna que o compde. A
descricdo da nematofauna, baseada em atributos funcionais dos géneros, assim como sua
variacdo espacial em detrimento dos dados ambientais, possibilitaram o entendimento das
respostas ecologicas do ambiente frente ao impacto antrdpico cronico (Alves et al., 2013; Egres
etal., 2019).

A fragilidade do ecossistema é evidenciada com a reducdo da diversidade com o
aumento da urbanizacdo e, consequentemente, 0s Servigcos ecossistémicos que estes organismos
exercem. Como observado, o impacto das altas concentracdes de HPAS e matéria organica nos
estuarios urbanizados estiveram diretamente relacionados as dominancias de organismos
colonizadores. A dominancia de nematddeos com caracteristicas de oportunistas, ou seja, CP-
1 e CP-2 nos estuarios mais urbanos (TES — 85,01; CES - 63,95%) denuncia a instabilidade
desses ambientes (Bongers et al., 1991) e coincide com relatos da literatura (Alves et al., 2015;
Essink & Romeyn, 1994).

Por sua vez, a area menos perturbada foi dominada por organismos com estratégia de
vida persistente, revelando que o estuario de referéncia exibe menor nivel de estresse (Bongers
et al., 1991). O indice de maturidade (IM), medido a partir das cinco classes de colonizador-
persistentes presentes no ambiente (Bongers & Bongers, 1998), é comumente utilizado para
avaliacdo do ambiente (Balsamo et al., 2012; Moreno et al., 2011; Semprucci et al., 2014). O
valor mais alto deste indice na area de referéncia significa, entre outras coisas, que este ambiente

apresenta maior qualidade ambiental (Bongers et al., 1991; Semprucci et al., 2016).

A estrutura tréfica da nematofauna presente em GES foi predominantemente de
alimentadores de epistrato e onivoros/predadores, respectivamente. Por se tratar de um estuario
de aguas rasas, possivelmente os organismos raspadores (2A) se beneficiam da biomassa
primaria gerada por organismos fotossintetizantes (Zeppilli & Danovaro, 2009).
Aparentemente, as trés estaces de GES possuem recursos organicos (i.e. organismos
simbiotréficos, nematddeos de tamanhos mais reduzidos) suficiente para a manutencdo dos

organismos onivoros/predadores (Baldrighi et al., 2019). Em TES e CES, a dominancia de
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organismos detritivoros esta de acordo com o impacto crénicos causado por a¢des humanas,
como é o caso do enriquecimento orgénico. Dito isto, vale ressaltar que alguns dos organismos
dominantes nos estuarios mais poluidos (i.e.: Terschellingia e Sabatieria), séo indicadores de
estresse por hipoxia causado pelo acimulo de matéria organica em ambientes urbanizados
(Steyaert et al., 2007). Com isto é possivel apontar que a presenca dos HPAs, principalmente
os de alto peso molecular, leva a prevaléncia de organismos oportunistas (CP 2) e detritivoros
(1A e 1B).

2.2.5.2 Tipos de HPAS e suas possiveis origens nos trés estuarios

A presenca de HPAs de alto peso molecular, a acidificacdo e as altas concentragdes de
matéria organica no sedimento foram as caracteristicas que mais influenciaram a nematofauna.
Comumente, estas caracteristicas sdo associadas a influéncia humana sobre ambientes
estuarinos, ja que sao agravadas por lancamento de esgotos sem tratamento (Gallert & Winter,
2005; Medeiros & Caruso Bicego, 2004), residuos da queima de material vegetal (Arruda-
Santos et al., 2022), residuos industriais e substancias que sdo escoadas pelas aguas da chuva
(Menzie et al., 2002). Concentragdes individuais de: Indeno[1,2,3-cd]pyrene,
Benzo[ghi]perylene, Pyrene sdo comumente associadas ao escapamento de automoveis
(Stogiannidis & Laane, 2015); a queima de biomassa vegetal como palha de arroz, feijdo ou
cana-de-acucar (Arruda-santos et al., 2018; Ravindra et al., 2008); ja na queima de madeira 0s
HPAs HMW dominantes sdo Fluoranthene, Pyrene, Benzo[a]anthracene, Chrysene e
Benzo[a]pyrene (Guillon et al., 2013).

A partir disto, pode-se afirmar que tracos de HMW HPASs encontrados nos estuarios
urbanizados séo fortes indicios da influéncia humana nestes ecossistemas. Pois ambos 0s
estuarios além de apresentarem HPAs citados acima (Indeno[1,2,3-cd]pyrene,
Benzo[ghi]perylene), possuem grande quantidade de veiculos, sendo 717.619 na cidade que
rodeia CES e 171.088 na que rodeia TES, o que representa 22,8 e 5,4 vezes a quantidade de
veiculos registrados em GES, respectivamente (IBGE, 2021). O lancamento de esgoto sem
tratamento ja foi noticiado nos estuarios urbanizados (Noronha et al., 2011; Valenca & Santos,
2012); e em CES foram encontrados HPAs oriundos da queima da palha de Cana-de-agucar
(Collier et al., 2019; Messias et al., 2020).

Os HPAs de alto peso molecular sdo encontrados proximos de suas fontes, pois ndo séo
facilmente transportados em comparagdo com os de baixo peso molecular (Yunker et al., 2002).

Encontrar estes HPAs nos estuarios urbanizados é um registo perene da entrada de HPAs



43

HMW, pois com o aumento do nimero de anéis e a incorporacdo destes compostos ao
sedimento ha uma consideravel reducéo na biodegradacéo e/ou evaporagdo destes compostos
(Stout et al., 2001b).

Os HPAs registrados em GES (Phenanthrene, 2-Methylnaphthalene, Fluorene) foram
encontrados apenas em uma estacdo, apresentaram baixas concentracgdes e baixo peso molecular
(HPAs LMW). Este fato indica fortemente a auséncia de poluicéo por fonte pirogénica neste
estuario, apesar de Phenanthrene ser um HPA comum em fontes pirogénicas (Page et al., 1999),
a auséncia de Fluoranthene e Pyrene junto ao Phenanthrene reforca a inexisténcia destas fontes
em GES (Morillo et al., 2008). Sobretudo, a auséncia de Indeno[1,2,3-cd]pyrene no sedimento
indica que nenhum dos HPAs surgiram através de pirélise (De Luca et al., 2004). Ademais,
estudos anteriores revelaram que as concentracao de GES sao baixas a ponto de ndo causarem

risco a fauna (Arruda-santos et al., 2018; da Silva et al., 2022).

2.2.5.3 Qualidade do sedimento nos estuarios com diferentes niveis de urbanizacao

Embora hd muito os indices de diversidade sejam utilizados para a avaliacdo da
qualidade do ambiente, desde as indicacOes feitas nos estudos de Moreno et al. (2011) e
Semprucci et al. (2014) o indice de qualidade ambiental (EcoQ) vem sendo usado como
ferramenta para avaliar o ambiente através de Nematddeos. Este indice, basicamente compila
0s seguintes dados: diversidade ambiental (indice de Shannon), estratégia de vida (CP), a
presenca de géneros mais/menos sensiveis, caracteristicas do ambiente (MO e polui¢éo por
HPAS), indice de diversidade trofica (ITD) e maturidade (IM), para que através deles atribuir

um valor de qualidade para o ambiente que esta sendo testado (Moreno et al., 2011).

O EcoQ é uma ferramenta boa para a avaliacdo do ambiente, desde que haja alguns
cuidados quando for utilizado. Dentre os cuidados, vale ressaltar o detalhamento do tipo de
ambiente que se esta trabalhando (i.e: praia, estuario, mar profundo) e os parametros abio6ticos
das areas (i.e. matéria organica, perfil sedimentar, concentracdo de poluentes). A partir disto,
os resultados do EcoQ ndo serdo necessariamente definitivos ou unanimes na comparagéo entre
areas, mas avaliados e discutidos com base em dados comumente usados em estudos ecolédgicos
com nematofauna. Tais dados incluem funcionalidade, diversidade e correlacdo dos parametros

abidticos com a comunidade.

Alguns dos parametros do EcoQ possuem limites muito extremos/altos e dificilmente

vistos em ambientes naturais, como é o caso do ITD, que para classificar o ambiente com
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qualidade "Alta" este precisa apresentar ITD de 0,25 (Moreno et al., 2011), ou seja, um
equilibrio perfeito na distribuicdo dos grupos troficos. A mudanca nos limites deste parametro
pode ser sutil, como: Alto, 0,25 <ITD< 0,35; Bom, 0,35 <ITD< 0,5; Moderado, 0,5 <ITD<
0,65; Pabre, 0,65 <ITD< 0,8; e Ruim, < 0,8. Esta mudanca elucidaria a questdo dos limites
extremos, tanto para determinar o EcoQ Alto quanto para o Ruim. Além disto, a avaliagdo da
poluicdo de HPAs é feita conforme as Diretrizes de Qualidade de Sedimentos (SQG: ERL-
ERM) (Long & Morgan, 1990; Menviq, 1992), no entanto estes limites sdo conservadores e
podem concluir que uma area possui qualidade Alta (ECM, 2007), ainda que possua

concentragcfes de HPAs suficientes para causar prejuizo a Nematofauna.
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2.2.6 Concluséo
Os estuarios mostraram-se heterogéneos com relagdo a composicdo da Meiofauna e da

comunidade de Nematddeos, além de apresentarem alguns padrdes que sugerem efeitos diretos
da poluicao sobre a distribuicdo dos organismos nos estuarios. No estuério menos urbanizado,
além e apresentar maior riqueza de géneros da Nematofauna, a grande maioria dos organismos
dos géneros em GES foram exclusivos e classificados como raros e persistentes. Ja na nas areas
mais urbanizadas, TES e CES, houve um severo decréscimo tanto na riqueza, quanto nos
géneros exclusivos, consequentemente reduziu a diversidade (H) e maturidade (IM) destes

ambientes.

Como esperado, os HPAs de alto peso molecular foi a varidvel que mais afetou a
assembleia da Nematofauna, seguido da matéria organica e grande variacao da acidez das aguas
estuarinas. A partir do perfil dos HPAs, foi possivel concluir que chegam até o sedimento
devido as influéncias antropicas, a maioria destes compostos sdo pirogénicos e algumas

concentragdes possibilitaram o entendimento de suas possiveis fontes.

Com relacdo ao EcoQ, para a presente pesquisa, esta ferramenta conseguiu distinguir os
ambientes, tendo como resulto qualidade “Boa” para o estuario menos urbanizado, enquanto de
“Pobre” para os estuarios com média e alta urbanizacao. Apesar deste resultado coincidir com
o que foi apresentado pelos indices de diversidade e funcionalidade, as consideracdes com
relacdo ao limite utilizado para o ITD e qual literatura seguir para classificar os HPAs, podem
elucidar possiveis lacunas e favorecer a interpretacdo dos resultados. A Nematofauna se provou
como ferramentas adequadas para avaliacdo da qualidade ambiental, devido as notorias
alteracdes na distribuicdo, a diversidade e funcionalidade da assembleia da Nematofauna frente

aos diferentes niveis de urbanizacéo e, consequentemente, poluicdo por HPAs.
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3 CONCLUSAO GERAL

Através da presente pesquisa, foi possivel evidenciar como as caracteristicas ambientais
e poluicdo por HPAs afetaram a distribui¢do dos organismos intersticiais estudados, ou seja, 0s
grupos da meiofauna e a assembleia de nematddeos. Estes organismos se mostraram sensiveis
aos HPAs, com isto os indices de diversidade diminuiram ao passo que o estudrio se localizava
em &reas mais urbanizadas, o que esteve diretamente associado ao aumento da polui¢do por
HPAs. A area mais urbanizada, além de ter apresentado maiores concentracGes de HPAs,
apresentaram também caracteristicas ambientais que favoreceram a deposi¢édo e acumulo destes
componentes. Dentre estas caracteristicas estdo o alto enriquecimento organico e as altas
densidade sedimento fino, pois se associam mais facilmente a estes poluentes orgénicos. Ao
avaliar o status de qualidade ambiental (EcoQ) como ferramenta analise ecoldgica, foram
identificadas algumas lacunas, tanto para a avaliacdo da meiofauna quanto da nematofauna.
Dentre as principais problemaéticas detectadas estdo a necessidade da incorporacdo da
equitabilidade na avaliacdo da meiofauna, ja para a nematofauna os questionamentos sao com
relacdo aos limites conservadores utilizados para classificar alguns parametros testados, dentre
eles a poluicdo por HPAs. De forma geral, a meiofauna, assim como a nematofauna se
comportaram como boas ferramentas para aferir a 0s impactos ambientais nos estuarios
estudados. Contudo, vale ressaltar que mais estudos precisam ser feitos para solucionar as
problematicas com relacdo a utilizacdo do EcoQ, assim como os impactos de que 0os HPAs

causam no ambiente como um todo.
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ABSTRACT

Estuarine environments are suggested to be the final receivers of human pollution
and are impacted by surrounding urbanization and compounds carried by the river
waters that flow from the continent. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are
among the contaminants that can reach estuaries and can directly affect marine
conservation, being considered highly deleterious to organisms living in these
environments. This research investigated the meiofauna of three estuaries exposed to
different levels of urbanization and consequently different levels of PAH
concentrations, in order to assess how these compounds and environmental factors
affect the distribution, structure and diversity of these interstitial invertebrates. A
total of 15 major meiofauna groups were identified, with Nematoda being the
dominant taxon (74.64%), followed by Copepoda (9.55%) and Polychaeta (8.56%).
It was possible to observe significant differences in all diversity indices studied in the
estuaries. With the exception of average density, the diversity indices (richness,
Shannon index and evenness) were higher in the reference estuary, Goiana estuarine
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system (GES). On the other hand, the Timbd estuarine system (TES) had the lowest
Shannon index value and richness, while the Capibaribe estuarine system (CES) had
the lowest evenness value. The latter two estuaries (TES and CES) presented
intermediate and high levels of urbanization, respectively. The ecological quality
assessment (EcoQ) in the studied estuaries was classified from Poor to Moderate and
the estuary with the lowest demographic density in its surroundings, GES, showed a
better ecological quality (Moderate EcoQ). A significant distance-based multivariate
linear modelling regression (DistLM) was observed between the environmental
variables and the density of the meiobenthic community, where PAHs and pH were
the main contributors to organism variation. The sediments were characterized by
predominance of very fine sand and silt-clay in the most polluted environments,
while the control site environment (GES) was dominated by medium grains.

The highest concentrations of PAHs were found in the most urbanized estuaries, and
directly affected the structure of the interstitial benthic community. The metrics used
in the present study proved to be adequate for assessing the environmental quality of
the investigated estuaries.
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HIGHLIGHTS

1. Meiofauna proved to be a valuable ecological tool for the assessment of anthropic
impacts in estuaries with different levels of urbanization and PAH pollution.

2. The evaluation of ecological quality (EcoQ) must be integrated with diversity indices,
mainly equitability.
3. A gradient of PAH concentrations from less to more urbanized areas was observed.

4. Benzo[b]fluoranthene and anthracene were among the PAHs that most influenced
meiofaunal composition.

INTRODUCTION

Estuaries are coastal ecosystems with broad environmental variation in salinity, pH and
sediment granulometry. Although they are semi-enclosed ecosystems, estuaries are directly
connected to the ocean and are influenced by continental drainage and evaporation (Elliott
¢ Whitfield, 2011), as well as being influenced by alternating tides (Jones et al., 2020).
Estuaries are recognized as natural nurseries (Courrat et al., 2009), and are also affected by
urban expansion and regional processes, such as heat islands caused by the reduction of
riparian vegetation, climatic factors, recent sedimentation and local hydrodynamics (Cui,
Zhang & Hua, 2021; Hoque et al., 2020; Scanes, Scanes & Ross, 2020).

Although estuarine ecosystems are ecologically important and provide services for
biological (Adams et al., 2006) and economic maintenance (Cai & Li, 2011; Glaser, 2003),
their proximity to urban areas makes them vulnerable to the entry and chronic deposition
of potentially toxic compounds (Gabriel et al., 2020; Han et al., 2020; Wang et al., 2021).
Among the pollutants, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are cause for great
environmental concern due to their potential toxicity to humans and animals (Abdel-Shafy
¢ Mansour, 2016; Honda ¢ Suzuki, 2020). These organic compounds contaminate
environments mainly as a result of the mishandling of petroleum-based derivatives
(Stogiannidis ¢» Laane, 2015). Highly industrialized and urbanized areas are more
propitious to the release of these pollutants, since PAHs mainly reach coastal and estuarine
environments through the release of effluents and untreated domestic sewage, as well as
urban runoff (Dominguez et al., 2010; Elmquist, Zencak ¢ Gustafsson, 2007; Zakaria et al.,
2002). These multiple sources carry a mix of polycyclic aromatic hydrocarbons, which may
accumulate in sediments and cause problems for the surrounding fauna, including
mutagenic and carcinogenic effects due to their high toxicity levels (Engraff et al., 2011;
United States Environmental Protection Agency, 2018).

According to their origin, PAHs are classified into two groups: petrogenic, i.e., a direct
introduction of petroleum derivatives (crude oil, fuels, lubricants) that flow into affluents
and water bodies; or pyrolytic, i.e., PAHs which arise from the partial burning of petroleum
derivatives or even from natural organic matter. Both types have different characteristics in
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terms of chemical composition and toxicity level (Abdel-Shafy ¢» Mansour, 2016; Zakaria
et al., 2002). Petrogenic sources are mainly comprised of 2-3 aromatic ring compounds

and are less toxic, while pyrolytic processes are more toxic and greater molecular weights
(4-6 ring-compounds) dominate (Boehm, 2005).

Contamination of estuaries with PAHs can potentially create disturbances in benthic
assemblages, including the benthic meiofauna (Schratzberger ¢ Ingels, 2018). It is
important to highlight that the conservation of marine ecosystems may be achieved
efficiently based on these tiny animals (Balsamo et al., 2012). Some studies suggest that
investigating changes that occur in animals at the bottom of the food chain, rather than
between more charismatic and larger animals, allows for a more efficient monitoring and
timely conservation responses (Ingels et al., 2021). Meiobenthic organisms are widely used
as indicators of ecological impacts and for biomonitoring, because (I) they share a close
relationship with the sediment, (IT) do not present larval dispersion and (III) are sensitive
to environmental changes (Hyland et al., 2005; Pusceddu et al., 2007). In addition to
diversity indices, the use of meiofauna allows for the application of the ecological quality
status (EcoQ), an index widely used both in studies of open habitats (Chen, 2018) and
semi-enclosed environments (Semprucci, Balsamo & Sandulli, 2016). PAHs are commonly
found in areas impacted by oil residue, however there is ambiguity as to their deleterious
effects on the benthic community, since reductions in richness with increases in
abundance have been previously documented (Baguley et al., 2015; Erstfeld ¢ Snow-
Ashbrook, 1999; Montagna et al., 2013; Zeppilli et al., 2015). As such, in addition to
evaluating the effects of total PAHs on meiofauna and their diversity indices, including
EcoQ, we investigated the effects of each PAH concentration, individually.

The aim of the present study was to characterize the meiofaunal groups inhabiting three
tropical estuaries with different levels of urbanization, and to relate taxon composition,
richness and diversity to concentrations of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and
environmental variables (pH, organic matter, dissolved oxygen, temperature, salinity and
granulometry). Considering that meiofauna has been shown to be a good indicator of
different global impacts and changes, the hypothesis is that (i) environmental variables and
(ii) polycyclic aromatic hydrocarbon concentrations significantly correlate with the spatial
variation of meiofaunal structure.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The studied areas were the tropical estuaries of Goiana, Timb6 and Capibaribe rivers,
located on the East coast of South America, Northeastern Brazil (Fig. 1). All of the study
areas are urbanized to different degrees. The Goiana estuarine system (GES) is located at
7°32'43.2"S, 34°51'50.2"W. A study by the state environmental agency considered this
estuary as poorly urbanized (CPRH, 2005), although it receives PAHs mainly from the
burning of sugarcane straw (Arruda-Santos et al., 2018). Some studies performed in this
area showed low PAH contamination (Arruda-Santos et al., 2018), and it was previously
classified as undisturbed, using the biotic index (AMBI) (Nunes de Souza et al., 2021).
The Timbd estuarine system (TES) is located at 7°53'45.8”S, 34°51'35.9”W, and has an
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Figure 1 Positions of sampling stations in the estuaries. Positions of sampling stations in the study
estuaries, located on the northeastern coast of Brazil. (A) Less urbanized area three Goiana estuarine
system (GES); (B) intermediate urbanization area—Timb0 estuarine system (TES); (C) more urbanized
are—Capibaribe estuarine system (CES). Full-size Kal DOI: 10.7717/peerj.14407/fig-1

intermediate level of urbanization (CPRH, 2005), mainly receiving pollution from
untreated and industrial sewage (Noronha, da Silva ¢ Duarte, 2011). The AMBI index
identified TES as slightly (Valen¢a ¢ Santos, 2012) to moderately disturbed (Nunes de
Souza et al., 2021), suggesting an increasing degradation of this estuary. The Capibaribe
estuarine system (CES) is located at 8°04'03”S and 34°52'16”W in the innermost part of
Recife’s Port and is a highly urbanized area (CPRH, 2005) (see discussion section). It is
formed by the confluence of the Tejipio, Jorddo and Pina rivers and the Southern arm of
the Capibaribe river. Based on the AZTT biotic index, this estuary was classified as
moderate to highly disturbed (Valenca & Santos, 2012; Nunes de Souza et al., 2021). Several
studies reported that sediments from the CES are contaminated by PAHs, aliphatic
hydrocarbons, tributyltin (antifouling compounds), and metals (Macedo et al., 2007;
Maciel et al., 2015, 2016, 2018).

Sampling

The samples were obtained in January and February 2016, during the summer (dry)
period. Sample collection was carried out during this season in order to avoid the period of
high rainfall that leads to the enrichment of other pollutants, fertilizers and pesticides,
which would interfere with the benthic fauna and the assessment of the effects of PAHs
(Boonyatumanond et al., 2006; Zakaria et al., 2002; Zhang et al., 2017). The estuaries were
sampled at three points, and four replicas were obtained at each point using a Van Veen
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(nine liters) bottom sampler. Meiofaunal samples were obtained with the aid of a 5 cm tall
cylinder with an internal diameter of 3.6 cm (area of 10 cm?®). Samples were preserved with
4% buffered formaldehyde (Giere, 2009).

For the analysis of sediment chemical (PAHs, Total Organic Content) and physical
parameters (grain size), sediment fractions were separated within each replicate. In order
to avoid contamination of the fraction intended for PAH analyses, a stainless-steel spatula
was used to scoop out the surface of the sediment (~2 cm) and a sterile aluminum
container was used to store each sample frozen until PAH processing and reading was
performed. The samples were homogenized before the chromatographic analysis and PAH
characterization, in order to avoid punctual variation and chemical agglomeration.
Salinity, temperature, dissolved oxygen and pH were measured using a JFE Advantech type
CTD probe, Rinko Profiler model.

Treatment of biological samples in the laboratory

To separate the meiofauna from the sediment, running water and sieves (300 and 45 um
coupled meshes, respectively) were used. The sediment remaining in the 45 pm mesh
underwent a process of ten manual elutriations and the supernatant from each elutriation
was removed and fixed with 4% buffered formalin (Giere, 2009). Meiofauna was identified
with the aid of a stereomicroscope at the level of major groups (Higgins ¢» Thiel, 1988).

Analyzes of the sediment variables

Organic matter was calculated from weight loss following ignition at 450 °C for 5 h
(Danovaro, 2009). Granulometry was determined following Suguio (1973), using the wet
method to sieve and separate the silt-clay fraction. The remaining sediment was sieved in a
shaker after being dried and weighed and fractionated through sieves with openings of
sizes 2 mm to 0.062 mm. The methods for analyzing PAH concentrations are described in
Nunes de Souza et al. (2021). Briefly, the samples were analyzed by gas chromatography
(model 7820A; GC—Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) coupled with mass
spectrometry (model 5975C; MS—Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), in the
selected ion monitoring mode (SIM). The values presented here refer to the sum of the
PAHs (> PAH).

Data analysis
Meiofauna density data were transformed into the fourth root and the similarity matrix
was calculated using the Bray-Curtis index. In order to visualize the similarity patterns
they were ordered using a non-metric multidimensional scaling technique (nMDS). To test
the significance of the visualized patterns, a permutational ANOVA (PERMANOVA) was
applied. A PERMDISP analysis was used to test homogeneity among data, and the estuary
areas (GES, TES and CES) were applied as factor. All abiotic data were transformed (Log(V
+ 1)) and normalized before being used in correlation analyses.

To assess estuarine diversity, the following indices were calculated: Shannon Wiener
(H"), Pielou (J) and richness values (S) (Anderson, Gorley ¢» Clarke, 2008). To analyze these
ecological indices of meiofauna responses to environmental factors and PAH
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concentrations, the Distance-based multivariate linear modelling regression (DistLM) was
applied. The dbRDA was performed to achieve the ordination and visualization of fitted
models (such as from DistLM), and ploted vectors in graphics were generated with
Spearman’s rank correlation.

The environmental quality status (EcoQ) was obtained for each station of the estuaries,
by considering the total number (richness) of meiobenthic taxa as proposed by Danovaro
et al. (2004), modified according to European Water Framework Directive (WFD), that
define environmental quality in the following classes: group richness <4, bad; between five
and seven groups, poor; between eight and 11 groups, moderate; between 12 and 15
groups, good; >16 groups, high.

Multivariate analyzes were performed using the software: PRIMER v6 with the addition
of the PERMANOVA+ package (Gorley ¢ Clarke, 2008).

RESULTS

Environmental variables

Estuary salinity ranged from 23 to 36, and the average temperature was 29.2 + 0.1 °C
(average * SE). Organic matter (OM) varied greatly between estuaries, ranging from 1.37%
to 16.28% (pseudo-F = 21.61; p = 0.014) with a significantly lower amount of OM at
Goiana estuarine system (GES) (p < 0.045). The pH ranged from 5.79 to 8.50, where
significantly more acidic measurements were recorded for the Capibaribe estuarine system
(CES), differing from the others (p < 0.0003). Interestingly, dissolved oxygen was at least
three times higher at CES, differing in the pairwise comparison that was registered at GES
and at Timbo estuarine system (TES) (p < 0.02) (Table SAT).

Regarding PAHs, a total of 17 different compounds were identified, of which 16 are
listed as harmful to health by the United States Environmental Protection Agency (US
EPA) (Keith, 2015). Concentrations ranged from 0.55 + 0.67 (average + SE) in GES, to
674.81 £ 331.31 in CES (Table SA1). Only three PAHs were detected in the GES sediments:
2-methyl naphthalene, fluorene and phenanthrene. Most PAHs were common to CES and
TES, with the exception of acenaphthene, that was detected in CES sediments. The highest
individual concentrations of PAHs were reported for fluoranthene, indeno([1,2,3-cd]
pyrene, pyrene, benzo[a]pyrene, and benzo[b]fluoranthene, which together accounted for
56.2% of the total PAH concentration.

The granulometry in the estuaries ranged from gravel to silt-clay, where the average
sand fraction was more abundant in the estuary less impacted by PAHs, while the most
polluted areas were dominated by silt-clay. The comparison of sediment fractions between
areas showed that very fine sand was significantly lower in the GES, whereas the silt-clay
fraction in the CES was significantly higher compared to GES (Table SA2). The
sedimentary matrix was classified as poorly selected in the most polluted estuaries (CES
and TES). On the other hand, in the reference estuary, only one station was classified
as poorly selected, and the other two stations were classified as moderately selected and
dominated by medium grains (Nunes de Souza et al., 2021).
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Meiofauna

A total of 22,152 individuals were identified, distributed across 15 major meiofaunal
groups: Nematoda, Copepoda, Rotifera, Turbellaria, Tardigrada, Gastrotricha, Ostracoda,
Halacaroidea, Oligochaeta, Cnidaria, Polychaeta, Amphipoda, Sipuncula, Kinorhyncha
and Priapulida, added to Nauplius (crustaceans’ larvae). Three of these were exclusive to
GES (Sipuncula, Kinorhyncha, Priapulida), and one was exclusive to TES (Amphipoda).
Richness varied significantly across estuaries (pseudo-F = 13,537; p = 0.0001), ranging
from three at TES to 11 at GES. On average, the richness at GES was 8.75, followed by 7.83
+ 0.46 in the CES and 5.33 + 0.55 in the TES, where the latter presented the lowest average
and differed from the others in the pairwise comparison (p < 0.0014).

Meiofauna density (ind./10 cm?) varied significantly from one estuary to another
(pseudo-F = 9.7861; p = 0.0002), with significantly higher values in the CES than in the
other estuaries (p < 0.0065). Average densities (+SE) were 1,069.2 + 194.4 at CES; 452.2 +
74.5 at GES and 324.7 + 91.8 at TES. Among the taxa, Nematoda were the most abundant
group, and when combined with Copepoda and Polychaeta they accounted for more than
90% of the identified organisms. The high-density value within the CES was mainly due to
the presence of Nematoda and Polychaeta, whereas Nematoda and Copepoda were the
most abundant groups in the GES and TES (Fig. 2). Although appearing in smaller
percentages, less than 2% (Fig. SA1), it is worth noting the presence of Tardigrada and
Gastrotricha in the GES, and the increase of Ostracoda in the CES, as well as, Rotifera in
both TES and CES (Fig. 3).

The PERMANOVA analysis and the pairwise comparison revealed that community
structure differed significantly between estuaries (Table 1). The nMDS showed a greater
association between CES and TES compared to the GES stations (Fig. 4). The Spearman’s
correlation applied to the nMDS (vectors) indicated that Gastrotricha, Turbellaria and
Tardigrada, respectively, presented most dominance and positively correlation with GES
were also negatively correlated with TES. The Rotifera and Polychaeta taxa correlated
positively with both CES and TES.

Shannon’s diversity (H) ranged from 2.31 at GES to 1.02 at TES. This index differed
between estuaries (Table SA3), showing higher values at GES compared to all other
locations. Evenness varied significantly from one estuary to another, where the value of this
index was significantly lower at CES compared to GES and TES (Table SA3). Based on
meiofaunal richness (S), the ecological quality status (EcoQ) of all three TES station and
CES station 2 were classified as Poor (S = 1-4), and all of GES station; CES station 1 and 3
as Moderate (S = 8-11) (Table SA4).

Correlation between meiofauna and environmental variables

The multivariated DistLM-Best analysis for environmental data explained 60.94% of the
meiofauna community variation (DistLM—Best) (Table SA5). Among the environmental
data tested, salinity (p = 0.5) and some sediment fractions did not significantly influence
community variation (coarse sand: p = 0.46; fine sand: p = 0.28). It was possible to
highlight that the sum of the PAHs and pH contributed to more than 39% of the total
meiofauna variation (Table SA5). The dbRDA showed a clear separation between the least
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Figure 2 Density of the most abundant groups. Density of the most abundant groups registered in each
estuary. Median (solid black line), Average (in red), whisker boxes represent upper/lower quartiles.
Vertical lines extending from each box represent the minimum and maximum value, an asterisk (*)
indicated outliers that outranged the box limits. (A) Nematoda density, (B) Copepoda density, (C)
Polychaeta density and (D) Density of the other groups recorded in the estuaries. GES, Goiana estuarine
system; TES, Timbd estuarine system; CES, Capibaribe estuarine system.

Full-size K&l DOT: 10.7717/peer;.14407/fig-2

polluted area (GES) and the other two areas (CES and TES), as well as the relevance of
PAHs and pH for the distinction between different groups (Fig. 5).

The Spearman rank of correlation for individual and total PAHs concentration
significantly correlate with the reduction of Tardigrada, Gastrotricha, Halacaroidea, and
Sipuncula (p < 0.01), but favor the increase of Nematoda, Polychaeta, Rotifera, Ostracoda e
Cnidaria (p < 0.01). In contrast, higher pH values correlated positively and significantly
with Tardigrada (p = 0.002) and Gastrotricha (p = 0.04) abundance. However, among the
most abundant taxa this relationship was inverted for Nematoda and Polychaeta, since
they showed a direct and positive relationship with the high acidity registered in the more
urbanized estuary (pH: 5.81 + 0.02) (Tables SA6 and SA7).
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Table 1 Comparison of estuarine meiofauna community structure, as well as pairwise comparison.

PERMANOVA df MS Pseudo-F P (perm)

Estuary 2 6,748.9 16.251 0.0001

Res 33 460.53

Total 35

PERMIDISP 2 1.6914 0.2831

PAIR-WISE

Groups t P (perm)

GES, TES 4.1003 0.0001

GES, CES 4.9839 0.0001

TES, CES 3.1187 0.0003
Note:

Results of PERMANOVA, PERMIDISP and PAIR-WISE tests on the structure of the meiofauna communities in the
study estuaries. The analysis factor was the area (Estuary). Values of P (perm) < 0.05 are in bold. GES, Goiana estuarine
system; TES, Timbo estuarine system; CES, Capibaribe estuarine system; df, degrees of freedom; MS, mean squares; Res,

residual.

The multivariate DistLM analysis for individual PAH concentrations explained 59.40%

of the total faunal variation. All PAHs significantly influenced organism variation in the

estuaries, with benzo[b]fluoranthene and anthracene best explaining the variation,
accounting for 46.44% of the total variation (Table SA8). The first two axes of the dbRDA
generated in this analysis explained about 86.3% of the PAH distribution within the
estuaries. From the vectors in the dbRDA, it is possible to observe a positive correlation
between PAHs and the more urbanized estuaries (CES and TES), whereas the correlations
with the less urbanized estuary (GES) were all negative (Fig. SA2).
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Figure 4 Non-metric multidimensional scaling (nMDS) based on the density of meiofauna groups.
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Some of the environmental variables correlated significantly with total meiofaunal
density and diversity indices. Organism density correlated significantly and positively with
total PAHs, dissolved oxygen, temperature and silt-clay, but negatively with the sandy and
coarse fraction of the sediment. The Shannon diversity index correlated negatively and
significantly with organic matter and very fine and very coarse sand. These sediment
fractions were negatively and significantly correlated with richness. Evenness was
significantly negatively affected by ¥ PAH, dissolved oxygen, organic matter, as well as very
fine sand and silt-clay (see Table SA9). When carried the correlation between the
individual PAHs concentration and diversity indices, both density and equitability were
affected negatively and significantly (Table SA10).

DISCUSSION

Origin of PAH pollution in estuaries

The variation and distribution of organisms in marine ecosystems is linked to the
environmental factors of each location (Coull, 1999). Estuarine ecosystems are
characterized by oscillations in environmental parameters (i.e., salinity, organic matter,
granulometry, efc.), making them unstable in time and space. These oscillations are
associated with the characteristics of the areas through which the converging rivers pass
during their course, forming this ecosystem. Common impacts on tributary courses
include waste derived from urbanization, agriculture and industrialization in surrounding
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areas, as well as the misuse of their banks resulting in leaching and silting processes
(Balsamo et al., 2012).

PAHs carried by rivers may be deposited into estuarine sediment mainly through
association with salts, sediment grains and organic matter, which can directly affect the
resident biocenosis (Maciel et al., 2015). These events raise concerns, especially in more
populated areas due to the higher incidence and recurrence of impacts and human
pollution affecting estuaries. The study area used GES as a reference site due to the lower
level of urbanization (IBGE, 2020) has a population density of 150.72 inhab/km® and
presented considerably lower concentrations of PAHs compared to the other sites.
Population densities in estuaries with medium and high levels of urbanization showed
PAH values that were 22 and 46 times higher, respectively.

Although the impacts related to urbanization in the GES were lower, residues from
activities such as aquaculture and practices of burning of sugar cane are carried out
throughout this estuary basin. Such activities have already been identified as sources of
PAH introduction into the Goiana estuarine system (GES), mainly by atmospheric
deposition, although in low concentrations (Arruda-Santos et al., 2018). Estuaries such as
Ohiwa, New Zealand, experience human impacts similar to those observed in the more
conserved area of this study (i.e., rural pastures and less inhabited areas), and presented
similar total PAH concentrations (Goiana: 1.7 ng/g '; Ohiwa: 3.0 ng/g~") (Hack et al.,
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2007). Based on the Canadian classification of the Sediment Quality Guidelines (SQC),
high sediment quality was recorded in the GES, since the PAH concentrations observed in
this estuary were lower than the threshold proposed for the rare category (REL) (ECM,
2007; He et al., 2014). However, these concentrations indicate the entry of PAHs into this
area, highlighting the importance of regular monitoring of this estuarine system.

The Timbd estuarine system (TES), which presents an intermediate level of
urbanization, experiences a lack of sanitation and receives untreated effluents, generating
an increase in organic matter particles in this environment (Santana, Fernandes &
Machado, 2017). This increase becomes a negative factor for estuary health, since it is
usually associated with and facilitates the deposition and accumulation of PAHs and other
contaminants in the sediment (Medeiros ¢» Caruso Bicego, 2004). Consequently, there is a
loss of biodiversity, disruption of the food web, as well as a decrease in ecosystem services
provided by benthic organisms (Gambi et al., 2020; Louati et al., 2013). Most PAHs in TES
sediments had individual concentrations that, according to the SQC, would have a low
probability of causing negative effects on benthic fauna (ECM, 2007). However, the
presence of benzo[a]anthracene, dibenz[a,h]anthracene, and fluoranthene compounds
raise concerns, since their individual concentrations are close to the threshold effect level
(TEL) for benthic organisms (ECM, 2007; He et al., 2014).

Among the studied sites, the Capibaribe estuarine system (CES) had the highest PAH
concentration. As seen in previous studies, this area presents characteristics that facilitate
the retention of organic matter and PAHs (Araiijo, Mineiro ¢ de Cantalice, 2011; Maciel
et al., 2015). The waters of this estuary are connected to Recife’s Port, which receives
numerous vessels annually (Port of Recife, 2021), becoming a vector area for the release of
PAHs. The PAH concentrations observed in the CES are similar to those analyzed in urban
and highly industrialized estuaries, such as the Yangtzen River in eastern China (Li ef al.,
2012), as well as in port areas in the Adriatic Sea (Baldrighi et al., 2019). The meiofaunal
abundances reported in the aforementioned port area were similar to the results of this
study, where the abundance of sensitive taxa (Tardigrada and Gastrotricha) decreased due
to the high PAH values, while the abundances of more tolerant taxa such as Nematoda and
Polychaeta increased (Dal Zotto et al., 2016; Moreno et al., 2011; Pusceddu et al., 2007).
It was possible to observe that the concentrations of six of the 17 PAHs were high enough
to exceed the threshold effect level (TEL) in at least one station of the CES (PAHs:
acenaphthylene, phenanthrene, fluoranthene, benzo[a]anthracene, benzo[a]pyrene, and
dibenz[a,h]anthracene). The levels of PAHs recorded at CES were even more alarming
than the findings for the TES, since more types of PAHs have concentrations that exceed
the threshold to affect fauna (ECM, 2007; He et al., 2014).

It is worth noting that estuarine environments are subject, not only to PAHs, but to
several other contaminants. In fact, previous benthic studies from these urbanized
estuaries also reported heavy metal contamination (Noronha, da Silva ¢ Duarte, 2011;
Silva et al., 2011). These contaminants can directly affect the abundance and diversity of
meiofauna (Moens et al., 2014). Additionally, agricultural fertilizer can be observed
(Noriega et al., 2019) which can cause eutrophication and anoxia due to bacterial
proliferation (Carrico et al., 2013). Furthermore the input of tributyltin (Maciel et al., 2018)
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can interrupt faunal reproductive processes and cause juvenile deaths (Schratzberger et al.,
2002).

Ecological quality assessment using EcoQ and variation of meiofauna
diversity

The ecological quality classification of the studied estuaries ranged from poor to moderate,
with a prevalence of moderate in the estuary with lower PAH concentrations (GES).
The estuary with intermediate PAH concentrations (TES) received the poorest
classification. This finding suggests that some other stressors are likely altering the quality
of these estuaries. Similar richness results observed in the TES were reported in the Venice
lagoon in Italy, which presented EcoQ results varying between Bad and Poor (Pusceddu
et al., 2007). As in Venice (Zonta et al., 2007), the main factors highlighted for the bad
EcoQ evaluation in the TES were: sewage entry, as well as residues from the industrial
district present in the surrounding area, which has released trace elements such as heavy
metal and PAHs into the estuary for decades (Semprucci, Balsamo ¢ Sandulli, 2016;
Noronha, da Silva & Duarte, 2011). Such impacts corroborate results reported for the most
polluted estuary of this study (CES), which justifies the low abundance (or absence) of
sensitive organisms, as well as the low environmental indices’ values (i.e., richness, density
and Shannon index) and poor EcoQ at the CES stations.

The lower level of urbanization and anthropogenic input are not the only factors
responsible for superior ecological quality in the reference estuary. The sedimentary
structure, composed mainly of medium grains and organic matter with concentrations 3 to
6 times lower than the other estuaries, favors a lower PAH accumulation in the reference
area (Evans, Gill & Robotham, 1990; He et al., 2014). In fact, the concentration in GES was
at least 250 and 1,225 times lower compared to TES and CES, respectively. Additionally,
many of the taxa found in polluted estuaries were extremely rare, with low equitability.
These organisms did not account for even 0.5% of the total abundance, both in the estuary
with an intermediate PAH concentration (Oligochaeta, Turbellaria, Nauplius,
Halacaroidea, Amphipoda, Tardigrada, Cnidaria), and in the estuary with the greatest
impact (Oligochaeta, Cnidaria, Nauplius, Gastrotricha, Halacaroidea) (Zeppilli et al.,
2015).

Although the EcoQ of the CES is comparable to that of the least contaminated area
(GES), the distribution of taxa in the CES was significantly less equitable compared to the
other estuaries. As EcoQ is closely associated with richness, it is worth noting that the
equitability that sustains this richness can be used as a parameter to establish the reliability
and strength of this status. Thus, even if the EcoQ level is higher because an organism that
appears at random, the oscillation of this taxa in the other samples can be seen as a
weakening of the EcoQ status.

The fauna distribution was negatively and significantly affected by the high
concentrations of organic matter, very fine sand and silt-clay, in addition to the high PAH
concentrations present in estuaries located near urban areas. The decrease in
environmental indices, such as Shannon diversity, richness, and evenness, are indicative of
environmental stress in studies where benthic fauna has been considered as a proxy for
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environmental quality status evaluations (Damasio et al., 2020; Janakiraman et al., 2017;
Warwick et al., 1990).

Therefore, the aforementioned lower environmental indices’ values, further enforce the
ecological damage in areas impacted by higher concentrations of PAHs and probably other
contaminants (that were not evaluated in this study). These lower environmental quality
indices’ values, when compared to the reference area, demonstrate that meiofauna are an
adequate tool to detect early changes in impacted areas, exhibiting especially detailed
responses to pollutants (Semprucci, Balsamo & Sandulli, 2016; Schratzberger ¢ Ingels,
2018; Ingels et al., 2021). Meiofauna showed a better correlation with PAH compounds
than macrofauna, presenting a direct correlation between diversity and pollution. On the
other hand, macrofauna was more diverse in polluted estuaries, suggesting that these
organisms were exposed to an intermediate disruption, according to Multimetric indices
such as AMBI (A Marine Biotic Index) (Borja, Chust & Muxika, 2019; Nunes de Souza
et al., 2021).

Environmental factors shaping meiofauna structure in three different
urbanization lavel stuaries

Conservation strategies aim to protect habitats, in addition to understanding the loss of
fauna and the ecosystem services they provide to the environment (Ingels et al., 2021).
The changes that marine environments experience due to anthropogenic actions, affect
meiofauna, causing decreases in diversity and richness and mainly result in the loss of
more sensitive and rare taxa. When this occurs, individuals with broader niches can
proliferate, as they are more resistant or even opportunistic (Pusceddu et al., 2007; Supp ¢
Ernest, 2014). Nematoda (76.56%) stood out in the studied estuary with the highest level of
pollution, followed by Polychaeta (13.53%). On the other hand, the density of Copepoda,
which respond more sensitively to areas impacted by anthropogenic action (Soetaert et al.,
1995), was 15 times lower than that of Nematoda.

Nematoda dominance in the most polluted estuary did not deviate from previously
observed patterns in coastal marine environments in southern Italy and northern Iran
(Bertocci et al., 2019; Zarghami et al., 2019), in estuaries present in southeastern India and
northern Taiwan (Cai & Li, 2011; Chinnadurai ¢» Fernando, 2007), and in the deep sea in
the Gulf of Mexico (Baguley et al., 2006) and Espirito Santo basin in southeast of Bazil (dos
Santos et al., 2020). Nematodes are commonly the most abundant taxon in areas with
greater anthropogenic activity and, notably, with high concentrations of organic matter
and PAHs (Zeppilli et al., 2015). This is due to the opportunistic characteristics that some
colonizing Nematoda genera present, together with their diet composed of bacteria that
proliferate from the decomposition of organic content (Bongers ¢ Ferris, 1999; dos Santos
et al., 2009, 2008; Schratzberger ¢ Ingels, 2018).

The fauna pattern observed in estuaries exposed to lower (GES) and intermediate (TES)
concentrations of PAHs presented similar meiofauna proportions in natural estuarine
environments classified by Coull (1999), where Nematoda dominated with 0-90% and
Copepoda accounted for 0-40% of the total abundance. In the GES and TES, Nematoda
dominated with 66.09% and 80.17%, respectively, followed by Copepoda with 17.66% and

da Silva et al. (2022), PeerdJ, DOI 10.7717/peerj.14407 14/25


http://dx.doi.org/10.7717/peerj.14407
https://peerj.com/

Peer/

13.27%. The relative abundance of Copepoda in the estuary least impacted by PAHs was
higher compared to the other study areas. Furthermore, the presence of taxa, such as
Tardigrada and Gastrotricha, in polluted estuaries was much lower and even null
compared to that observed at GES. The decrease in sensitive taxa in more urbanized
estuaries confirmed the negative effect of pollution from constant anthropogenic activities,
such as effluent and sewage discharge, as well as port and industrial activities, which are all
factors that favor the entry of PAHs and other contaminants into estuaries (van Damme,
Heip & Willems, 1984; Maciel et al., 2015; Zeppilli et al., 2015).

Taxa such as Tuberllaria, Tardigrada, Gastrotricha, Halacaroidea, Sipuncula and the
Equitability index’(J'), correlated negatively with the fractions of very fine sediment and
silt-clay, mainly present in the most polluted estuaries. On the other hand, in the less
polluted area, medium and moderately selected grains predominated, resulting in larger
interstitial spaces and favoring meiofauna diversity. Tardigrada and Gastrotricha, which
were abundant in the reference estuary, are adapted to survive in ample interstitial spaces,
whereas in areas where the sediment is muddy, such as in CES and TES, these groups try to
adapt to epibiont life and become less diverse and abundant (Giere, 2009).

Larger proportions of fine grains and silt-clay were registered in the estuaries with
higher PAH concentrations and the relationship between these factors has also been
reported by other authors (Tolosa, Mesa-Albernas ¢ Alonso-Hernandez, 2009; Maciel
et al., 2015; Egres et al., 2019; Wang et al., 2021; Zanardi-Lamardo et al., 2019; Losi et al.,
2021). Most fine grains exhibit a greater amount of organic matter, contributing to PAH
accumulation and, consequently directly affects meiofauna, either through ingestion or
direct contact with contaminants (Arruda-Santos et al., 2018; Stogiannidis & Laane, 2015;
Tremblay et al., 2005). Although PAHs best explained fauna distribution among the
studied parameters, grain size also played an important role in the heterogeneity of the
meiofauna groups, which is one of the main factors influencing meiofauna abundance,
distribution and diversity (He et al., 2014).

The sedimentary characteristics presented by CES favored the presence of Polychaeta,
the high abundance of this group has already been reported in another anthropized
estuary, located in Mondego (Portugal), where Polychaeta were the second most abundant
group, following Nematoda (Alves et al., 2013). While the results of this manuscript
suggest positive and significant correlations of Polychaeta meiofauna with > PAH, the
same was not observed for the coast of Galicia, where no correlations were found between
Polychaeta density, environmental parameters, and PAH pollution (Veiga, Rubal ¢
Besteiro, 2009). When exposed to acute impacts, such as the Deepwater Horizon accident,
there was a decrease in Polychaeta meiofauna at points close to the accident, however
Polychaeta macrofauna families (eg., Spionidae, Capitellidae, Maldanidae) were dominant
at the spill site (Baguley et al., 2015; Jewett, Thomas & Blanchardl, 1999; Washburn, Rhodes
& Montagna, 2016).

Although most polychaeta macrofauna produce temporary juvenile meiofaunal larvae,
this apparently did not affect polychaeta abundance in the previously mentioned studies.
The estuary most polluted by PAHs (CES) housed more than 90% of the total Polychaeta
meiofauna recorded in the present study, among which there was a slight predominance of
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the Spionidae family (data not shown). The correlation between » - PAH and polychaetes
was also observed in macrofauna associations, with polychaetes representing more than
70% of abundance in TES and CES, and the Spionidae family representing 73% of the total
abundance of this estuary (Nunes de Souza et al., 2021). The bodies of adult Spionidae
individuals range from 1.3 to 150 mm and their larvae temporarily belong to meiofauna
(Radashevsky, 2012). This family is commonly associated with environmental disturbances
in marine environments, as its abundance increases when exposed to environmental stress
(Dean, 2008). Additionally, this family presents opportunistic species with rapid
colonization capacities and tolerance both to oil pollution and its derivatives (i.e., PAHs).

Sediment acidity also strongly influenced organism distribution. Extremely low pH
values were found in CES (average pH—5.81 + 0.02), which were approximately 1.45 times
lower than those observed in the GES (average pH 8.40 + 0.04) and TES (average pH—8.39
+ 0.06) estuaries. The difference regarding estuary acidity can be directly linked to the
individual processes and dynamics of each environment, such as sewage dumping and the
decomposition of the organic matter present at each location. Wastewater from sewage or
organic matter enrichment, stimulates microbial activity and respiration at different
proportions, causing a decrease in pH (Gallert &~ Winter, 2005).

Additionally, previous studies have shown that most industrial effluents and sewage that
reach estuarine waters have very low pH values (Wallace et al., 2014), which tends to
change the pH of these environments. However, groups such as Nematoda and Polychaeta
were apparently not negatively affected by the increased acidification in the CES and the
high values of organic matter observed at this location. On the other hand, Tardigrada and
Gastrotricha were more abundant in GES, which had a more alkaline pH and significantly
lower organic matter values, compared to the other estuaries.

The effect of pollutants, especially PAHs, on meiofauna has been previously shown.
Studies using meiobenthos are pivotal, both financially and scientifically. Such analyzes are
usually cheaper than other biological assessment tools, since meiofauna are highly
abundant in the environment, can be handled easily and do not require much storage
space in laboratories (Schratzberger ¢» Ingels, 2018; Balsamo et al., 2012). Scientifically, the
use of indices such as EcoQ, are extremely simple and demonstrate satisfactory results
when comparing impacted and non-impacted areas (Danovaro et al., 2004; Semprucci,
Balsamo & Sandulli, 2016). However, public policies rarely use the diversity of
intra-sedimentary microscopic benthos as ecological tools. This study shows that not only
the presence/absence of some taxa in environments with high levels of PAHs can vary, but
also that richness (EcoQ) proves to be a useful tool for quick and efficient access to
ecological quality. Moreover evenness should serve as an assumption to identify the
reliability of the EcoQ test.

CONCLUSION

We found that PAH contamination followed the urbanization gradient in estuaries with
five compounds with sediment concentrations higher than the Fauna Impact Threshold
(TEL) in the most urbanized estuary. The reduction in diversity indices, as well as EcoQ
(richness), can be used as a good biomonitoring tool for marine conservation, especially
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regarding PAHs and it can provide important information on the environmental quality
status of the studied estuaries. Such compounds are potentially involved in biodiversity
loss within estuaries, in addition to jeopardizing equitability. On the other hand, PAH
contamination showed a positive correlation with an increase in organism density, due to
the facilitation of the emergence of opportunistic groups like Nematoda and Polychaeta.
Furthermore, the autochthonous pollution in the most urbanized estuaries was reflected
both in the high organic enrichment and in the accentuated acidification. Granulometry,
mainly fine grains that were found at the most polluted places, also played an important
role in meiofauna distribution.
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