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RESUMO

Os estuérios séo utilizados por muitos peixes como locais de reproducdo, alimentagdo, desova e
protecdo contra predadores. Estes fatores sdo influenciados por constantes variacdes ambientais, as
quais regulam a fase de desenvolvimento embrionario ou larval destes organismos. O estuario do Rio
Ribeira de Iguape € ainda uma &rea muito conservada e desempenha um papel crucial para a
biodiversidade, servindo como habitat para uma variedade de espécies. Nesse contexto, 0 objetivo
desse estudo foi identificar, através da técnica de DNA metabarcoding, as espécies do ictioplancton
que utilizam o estuario do Rio Ribeira de Iguape-SP para seu desenvolvimento, a fim de subsidiar
futuros planos de manejo e conservacdo de areas prioritarias para a manutencao destes organismos.
O ictioplancton foi coletado entre os meses de julho de 2021 e junho de 2022 em cinco pontos de
amostragem ao longo do estuario do Rio Ribeira de Iguape, através de redes de plancton cénico-
cilindricas, com abertura de malhas de 200 e 500 um. Foram identificados 3.165 ovos e 8.141 larvas
pertencentes a 52 espécies, 14 ordens e 25 familias. As familias mais representativas foram
Sciaenidae, Engraulidae, Gobiidae, Eleotridae e Gerreidae. Ovos e larvas de Lycengraulis grossidens,
Eugerres brasilianus e Anchoviella lepidentostole ocorreram amplamente em todas as estacdes do
ano. A densidade de larvas foi influenciada positivamente pelo aumento da temperatura e do pH na
primavera e no verdo. A rede de malha de 200um foi mais eficiente na captura de larvas, apresentando
diferencas significativas na densidade em relacdo a rede de 500um. Os resultados do presente estudo
demonstraram que o estuario do Rio Ribeira de Iguape atua como bercario para uma diversidade de
espécies estuarinas e costeiras e reforcam a importancia deste sistema, evidenciando a necessidade de
estudos da variacdo espacial e temporal do ictioplancton para fornecer subsidios a0 manejo e a

conservacao das espécies de peixes.

Palavras-chave: assembleia de peixes, biodiversidade, desenvolvimento embrionario, DNA

Metabarcoding, estuarios, ictioplancton.



ABSTRACT

Estuaries are used by many fish as sites for reproduction, feeding, spawning, and protection against
predators. These factors are influenced by constant environmental variations, which regulate the
embryonic or larval development phase of these organisms. The Ribeira de Iguape River estuary is
still a well-preserved area and plays a crucial role in biodiversity, serving as a habitat for a variety of
species. In this context, the objective of this study was to identify, through the DNA metabarcoding
technique, the ichthyoplankton species that use the Ribeira de Iguape River estuary in S&o Paulo for
their development, in order to support future management and conservation plans for priority areas
for the maintenance of these organisms. Ichthyoplankton was collected between July 2021 and June
2022 at five sampling points along the Ribeira de Iguape River estuary using conical-cylindrical
plankton nets with mesh openings of 200 and 500 um. A total of 3,165 eggs and 8,141 larvae
belonging to 52 species, 14 orders, and 25 families were identified. The most representative families
were Sciaenidae, Engraulidae, Gobiidae, Eleotridae, and Gerreidae. Eggs and larvae of Lycengraulis
grossidens, Eugerres brasilianus, and Anchoviella lepidentostole were widely found in all seasons of
the year. Larval density was positively influenced by increased temperature and pH in the spring and
summer. The 200 um mesh net was more efficient in capturing larvae, showing significant differences
in density compared to the 500 um net. The results of the present study demonstrated that the Ribeira
de Iguape River estuary serves as a nursery for a diversity of estuarine and coastal species, reinforcing
the importance of this system and highlighting the need for studies on the spatial and temporal

variation of ichthyoplankton to provide support for the management and conservation of fish species.

Keywords: fish assemblage, biodiversity, embryonic development, DNA Metabarcoding, estuaries,

ichthyoplankton.
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1. INTRODUCAO

Os estuérios sdo regides costeiras complexas onde ocorrem mudancas bruscas de temperatura,
salinidade, oxigénio e turbidez, por influéncia de fatores fisicos como as marés e misturas de dgua
doce e salgada. Essas rapidas variacdes exigem grande demanda de energia pela biota (Day et al.,
1989), ja que a &gua salobra desses ambientes representa um desafio para a fisiologia dos organismos.
Assim, as constantes variacOes abioticas e consequente estresse fisioldgico fazem com que apenas
espécies com alta capacidade de tolerancia se mantenham no ambiente (Mclusky & Elliott, 2004).

As mudancas sazonais e nictimerais nos parametros ambientais em areas estuarinas ocasionam
mudancas na produtividade priméria (Flores-Verdugo et al., 1990) e, conseqiientemente, na cadeia
alimentar, incluindo alteracdes na composicao da ictiofauna (Blaber et al., 1995; Morrison et al.,
2002; Oliveira Neto et al., 2004). Alem disso, ndo se podem ignorar as oscilagdes horizontais e
verticais desses parametros devido ao aporte continental, condicionado por estacdes secas e chuvosas
(Haedrich & Haedrich, 1974; Flores-Verdugo et al., 1990).

Os estuarios sdo formados por um mosaico de habitats, como marisma, manguezal, gamboa e
coluna d’agua (Miranda et al., 2002), que fornecem alimentos diversos e abundantes, protecdo contra
predacao e condi¢cdes ambientais favoraveis para o crescimento e sobrevivéncia dos estagios iniciais
de varios organismos. A distribuicdo dos organismos nesses ambientes é principalmente influenciada
por fatores como salinidade, temperatura e oxigénio dissolvido (Spach et al., 2004a), e varia conforme
0 estagio do ciclo de vida, podendo também ser afetada pelas estacGes do ano (Weinstein & Brooks,
1983).

Uma variedade de peixes utiliza os estuarios, parcial ou totalmente, em seu ciclo de vida,
podendo ocorrer migracao atraves desses ecossistemas entre areas de alimentacdo e reproducéo

(Elliott et al., 2002). O ictioplancton, composto por ovos e larvas de peixes, corresponde a uma
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pequena fracdo, porém crucial, do zooplancton, uma vez que deles depende o estoque de peixes
adultos (Pereira & Soares-Gomes, 2009).

A origem do ictioplancton nos estuarios varia entre as espécies, podendo ocorrer por meio dos
peixes residentes (todo o ciclo de vida nos estuarios), marinhos-visitantes (pode utilizar o estuario,
porém sem obrigatoriedade) ou dependentes (utiliza o estuario em algum periodo de seu ciclo de vida)
(Sutherland et al., 2012; Williams et al., 2012). A fase de desenvolvimento embrionario ou larval é
considerada o estagio mais critico do ciclo de vida dos peixes, sendo particularmente sensivel a todos
os tipos de mudancas ambientais. Somado a isso, as atividades antrdpicas acrescentaram uma serie
de novos parametros que exercem um impacto consideravel sobre os peixes em desenvolvimento
(Von-Westernhagen, 1988).

O estudo da composicdo, abundancia e distribuicdo do ictioplancton é fundamental para a
compreensdo da dinamica reprodutiva das assembléias de peixes locais (Mariac et al., 2018). A
analise destes parametros permite identificar locais de desova, areas de bercario onde ocorre o
recrutamento, rotas de migracdo, variacdes e diferencas nos padrdes de reproducdo de peixes
migratorios e ndo migratdrios (Baumgartner et al., 2004; Bialetzki et al., 2005; Reynalte-Tataje et al.,
2012; Teixeira et al., 2023). Essas informacfes sdo fundamentais para elucidar a influéncia das
alteracbes ambientais antrépicas na reproducdo dos peixes, bem como na elaboracdo de agdes de
manejo eficazes para a conservacgdo das espécies e a manutengdo dos estoques pesqueiros (da Silva et
al., 2015; Silva et al., 2017; Teixeira et al., 2023).

As comunidades de peixes da Bacia Hidrografica do Rio Ribeira de Iguape e Complexo
Estuarino-Lagunar de Iguape e Cananéia possuem caracteristicas distintas devido a uma diversidade
de ecossistemas que abrange rios, riachos, brejos, varzeas, mangues, estuarios e restingas,
disponibilizando varios tipos de habitats (Souza & Barella, 2009). Proximas a regido costeira, essas

comunidades de peixes podem se deslocar do mar para dguas interiores, podendo ser encontradas em
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estudrios e manguezais. Muitas espécies sobem o canal na época da reproducdo ou desova, enquanto
outras buscam por recursos alimentares e se adaptam ao local (Souza & Barella, 2009).

No estado de S&o Paulo, aproximadamente 594 espécies de peixes marinhos e estuarinos
foram registradas (Menezes, 2011). Embora ainda existam lacunas nos estudos sobre a diversidade
da ictiofauna na bacia do rio Ribeira de Iguape, é reconhecido que a bacia abriga mais de 100 espécies
de peixes (Oyakawa et al. 2006; Cetra et al., 2020).

Tradicionalmente, a identificacdo morfoldgica do ictioplancton envolve caracteres como a
forma do corpo, pigmentacdo, contagens e medicOes de estruturas (Matarese et al., 2011), o que
frequentemente néo é suficiente para a determinacgéo a nivel de espécie. Com o surgimento de técnicas
moleculares, a utilizacdo de marcadores especificos possibilitou uma maior precisdo taxondmica,
auxiliando na compreensao da dindmica populacional e suas possiveis rotas de migracao, subsidiando
o conhecimento referente aos impactos antropicos e a gestdo pesqueira (Hempel 1973, Nakatani et
al., 2001; Baumgartner et al., 2004).

O sequenciamento individual das amostras, ainda que possivel, através do DNA barcoding,
tem sido utilizada como uma ferramenta integradora para a identificacdo taxonémica de individuos
de uma Unica espécie (Hebert et al., 2003; Embke et al., 2016; Larson et al., 2016; Liu et al., 2018;
De Lima et al., 2020). No entanto, esse método tradicional de sequenciamento de Sanger nao é
adequado para processar amostras ambientais complexas, especialmente para estudos em larga escala
(Shokralla et al., 2012), tornando dificil o trabalho com centenas ou milhares de ovos e larvas. Com
isso, 0 DNA metabarcoding surge para superar essas limitacGes, oferecendo a oportunidade de
sequenciar e identificar amostras de DNA em massa, de comunidades inteiras, onde os produtos sao
sequenciados por tecnologias de nova geracdo (NGS) (Hajibabaei et al., 2011; Corell e Rodriguez-
Ezpeleta, 2014; Hollatz et al., 2016). Assim, o objetivo do DNA metabarcoding € identificar os tdxons

no nivel de espécie, utilizando um grande nimero de amostras (Taberlet et al., 2012).
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Estudos envolvendo o DNA metabarcoding tém sido também realizados na identificacdo de
contetido estomacal (Pompanon et al., 2012; Berry et al., 2017; Su et al., 2017; Barbato et al., 2019),
na identificacdo de comunidades macrobentonicas (Hollatz et al., 2016) e ainda, do ictioplancton em
aguas continentais da regido amazénica (Maggia et al., 2017; Mariac et al., 2018), Rio Parana (Nobile
et al., 2019), Lago de Itaipu (Lira, 2022) e Rio Séo Francisco (Teixeira et al., 2023). A eficiéncia do
metabarcoding também pdde ser testada como ferramenta em estudos ecolégicos. Kimmerling et al.
(2018) usaram esta ferramenta numa regiéo de recifes de corais, a qual resultou na reestruturacdo da
comunidade de larvas presentes, permitindo uma estimativa robusta das distribuicdes espaco-
temporais das larvas. Além disso, foi registrado o fluxo larval de novas espécies, comprovando a
eficiéncia desta ferramenta na preservacao dos recifes de corais (Kimmerling et al., 2018).

Utilizando a tecnologia NGS, um novo protocolo de DNA metabarcoding foi desenvolvido
em nosso laboratério e testado na identificacdo do ictioplancton (Nobile et al., 2019). Este protocolo
mostrou sucesso na precisao da técnica na identificacdo em massa, de ovos e larvas de peixes, mesmo
quando estes ocorrem em baixa densidade, como € o0 caso de espécies ameacadas de extin¢do (Nobile
et al., 2019).

Embora a técnica do DNA metabarcoding seja eficiente, econdmica, rapida e independente de
conhecimento taxondmico (Taberlet et al., 2012; Yu et al., 2012; Teixeira et al., 2023), ainda existem
desafios significativos. Fatores como a escolha do marcador molecular de acordo com a resolugéo
taxonémica e comprimento do fragmento a ser sequenciado, a implementacdo de primers adequados,
bancos de dados de referéncia ainda incompletos e incongruéncias de inferéncia qualitativa (Teixeira
et al., 2023) sdo o0s mais importantes a serem considerados.

Dado o exposto, o presente trabalho tem por objetivo a identificacdo taxondmica das espécies
do ictioplancton que utilizam o estuario do Rio Ribeira de Iguape, com uso do DNA metabarcoding
e de tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS). A partir disso, se buscou avaliar a

variacdo espacial e temporal da comunidade visando determinar aspectos ecolégicos associados a

15



As larvas do ictioplancton foram mais abundantes nos periodos de primavera e verdao e a
relagdo com a temperatura e pH foi estatisticamente positiva. A variagao de salinidade n&o apresentou

influéncia no nimero de ovos ou larvas da base de dados analisada.
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