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RESUMO

Para compreender o papel ecoldgico do zooplancton no ecossistema € preciso estudar também
a participacdo de mortos e a taxa mortalidade desses organismos, sendo bastante dificil o
registro dessas informacdes a partir dos métodos tradicionais de estudo. A mortalidade ndo
predatoria tem como principais fatores o envelhecimento natural, doencas, poluicéo e estresse
fisico-quimico no ambiente em que vivem. Esse estudo buscou avaliar e caracterizar as taxas
de mortalidade ndo-predatéria e a contribuicdo de carcacas da comunidade zooplancténica em
ecossistemas estuarinos tropicais com diferentes graus de urbanizacdo, considerando as
seguintes hipoteses: i. diferentes estuarios inseridos em uma mesma regiao tropical contribuem
com distintos percentuais de carcacas de zooplancton, variando espacialmente; ii. estuarios
inseridos em grandes centros urbanos apresentam maiores taxas de mortalidade ndo-predatdria,
assumindo maior grau de poluicdo doméstica. O estudo foi realizado em seis sistemas estuarinos
na costa leste do Nordeste do Brasil. As amostras foram coletadas entre os meses de
novembro/2020 e setembro de 2021, sempre no horario diurno (entre 9 e 12h) e na maré vazante
de sizigia. Foram encontrados 46 taxons, sendo 12 espécies de copépodes. Os nauplios de
Oithonidae e a espécie Oithona oswaldocruzi foram os organismos mais frequentes (35,7%). A
densidade média do zooplancton considerando todos os sistemas estudados foi de 6.900,99 (+
8.674,87) ind. m, enquanto a de copépodes vivos foi de 124,501 ind. M. O percentual médio
de carcagas de copépodes foi de 51,34% com os valores variando de 4 a 100% e a taxa de
mortalidade média foi de 0,113 dia* (+ 0,070 dia, CV: 62,4%), com os valores minimos de
0,016 d* e maximo de 0,273 d%, sendo as familias Paracalanidae (0,545 dia™+ 0,255; CV: 47%)
e Oithonidae (0,119 + 0,061 d!; CV: 51,7%) as apresentarem os maiores valores. A média de
dias para decomposicdao das carcacas foi de 4,7 dias. O presente estudo mostrou que 0s estuarios
podem suprir a teia alimentar estuarina com uma parcela significativa de carcacas de copépodes
planctdnicos na regido do Atlantico tropical (Nordeste do Brasil), e essa contribui¢do pode
variar em termos de familias e ambiente. Diferenciar os organismos em termos de individuos
vivos e mortos pode contribuir com um maior entendimento de como 0s copépodes
planctdnicos realmente participam das teias troficas marinhas, que quase sempre € relacionada

erroneamente apenas a rota das cadeias troficas cléssicas.

Palavra-chave: Estuérios; vermelho neutro; copépodes.
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ABSTRACT

To understand the ecological role of zooplankton in the environment, it is also necessary to
study the participation of dead and the mortality rate of these organisms, being very difficult to
obtain information from traditional methods of study. Prehistoric factors do not have as main
factors natural aging, conditional diseases and physical-chemical stress in the non-environment
in which they live. This study sought to evaluate and characterize non-predatory mortality rates
and the contribution of carcasses from the zooplankton community in tropical estuarine
ecosystems with different degrees of urbanization, considering the following hypotheses.
different tropical regions within the same tropical region with different percentages of
carcasses, varying spatially; ii. estuaries embedded in large urban mortality rates, unanticipated
higher degrees of large domestic rates. The study was carried out in six estuarine systems on
the east coast of northeastern Brazil. Samples were collected between November 2020 and
September 2021, always during the daytime (between 9 am and 12 pm) and during the ebb tide
of syzygy. A total of 46 taxa were found, 12 of which were copepod species. The Qithonidae
nauplii and the species Oithona oswaldocruzi were the most frequent organisms (35.7%). The
mean density of zooplankton considering all the systems studied was 6,900.99 (+ 8,674.87) ind.
m-3, while that of live copepods was 124,501 ind. M-3. The average percentage of copepod
carcasses was 51.34% with values ranging from 4 to 100% and the average mortality rate was
0.113 day-1 (= 0.070 day-1, CV: 62.4%), with the minimum values of 0.016 d-1 and maximum
of 0.273 d-1, being the families Paracalanidae (0.545 day-1+ 0.255; CV: 47%) and Oithonidae
(0.119 £ 0.061 d-1; CV: 51.7%) have the highest values. The average number of days for
carcass decomposition was 4.7 days. The present study showed that estuaries can supply the
estuarine food web with a significant portion of planktonic copepod carcasses in the tropical
Atlantic region (Northeast Brazil), and this contribution may vary in terms of families and
environment. Differentiating organisms in terms of living and dead individuals can contribute
to a greater understanding of how planktonic copepods actually participate in marine food webs,

which is almost always erroneously related only to the route of classical food chains.

Keywords: Estuaries; neutral red; copepods.
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1. Fundamentacao teodrica

Estuarios sdo ambientes costeiros semifechados que possuem ligacdo com a agua do
mar, no qual essa se dilui com a agua doce drenada do ambiente terrestre (Cameron e Pritchard,
1963). Fairbridge (1980) considera que “Um estuario é uma reentrancia de mar num vale
fluvial, estendendo-se até o limite da propagacdo da mare dinamica, e divisivel em trés setores:
0 baixo estuario, ou zona maritima, com ligacdo aberta com o mar; o estuario médio, onde
ocorre mistura intensa de agua doce e salgada; o estuario superior ou fluviomaritimo, com agua
doce, mas sujeito a influéncia da maré dinamica”. A ligacdo permanente com o mar permite
que a maré e a entrada de agua salgada se propaguem. A diluicdo dos dois tipos de agua é
responsavel pelos gradientes de salinidade que influenciam nas caracteristicas quimicas, fisicas

e bioticas unicas desses ambientes (Silva, 2000).

Sao ambientes complexos que sofrem com a pressao antropica dos centros urbanos e
desempenham importante papel social, econdmico e bioldgico, servindo de fonte para
abastecimento de agua, pesca artesanal, aquicultura e sdo biologicamente mais produtivos que
oceanos e rios devido ao maior aporte de nutrientes e de matéria organica (Miranda et al., 2002;
Santos e Nolasco, 2017; Nascimento et al., 2020). Sua alta produtividade se da pela mistura
vertical, turbuléncia gerada pelo encontro dos dois tipos de dgua e dos nutrientes que sdo
levados pela 4gua doce e que se mantém na coluna d’4gua, tornando disponivel uma maior
quantidade de fosforo e outros nutrientes para a flora e servindo de abrigo para varias espécies

da fauna em sua forma juvenil ou durante todo seu ciclo de vida (Ledo et al. 2008).

A comunidade zooplanctdnica estuarina é composta de representantes de diversos filos:
Protozoa, Arthropoda, Annelida, Rotifera, Cnidaria e Nematoda. A diversidade e a frequéncia
de cada grupo variam de acordo com o ambiente, estacdo, maré e o0 ano. Eskinazi-Sant’Anna e
Tundisi (1996), em um estudo no estuario do Pina, observou como grupo mais representativo
os Copépodes, tendo uma contribuicio maior do holoplancton no periodo seco
(Eucalanuspileatus), enquanto que no periodo chuvoso, o meroplancton (nauplio de cirripédia)
representou cerca de 50.80% do zooplancton total. Santos (2008) teve resultados semelhantes
em trabalho realizado no mesmo ambiente, o grupo mais abundante para o periodo chuvoso
também foi o Cirripédia, mas no periodo seco os maiores valores foram de nauplios e larvas de

Brachyura.

O zooplancton é um importantissimo elo na teia trofica, pois ao alimentar-se de

bactérias, ciliados, microalgas e servir de alimento para larvas de peixes e varios outros
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organismos, transferem a energia dos produtores primarios para os niveis mais elevados
(Omorie Ikeda, 1984; Calbet e Saiz, 2005; Silva et al., 2017). Possuem uma ampla diversidade
de formas e fungbes no ecossistema, € composto por seres heterotrofos ou mixotréficos, com
uma grande diversidade de relagdes troficas (Sieburth et al., 1978; Landry&Calbet, 2004; Caron
e Hutchins, 2013).

A biomassa, estrutura e abundancia dos grupos zooplanctdnicos podem sofrer flutuacdes
devido a processos fisicos como niveis e amplitude da maré, correntes, temperatura, e também
por processos bioldgicos, como a pressao da predacdo pelo mesozooplancton e
macrozooplancton (mortalidade predatdria) (Porter et al., 1985; Stoecker&Govoni, 1984;
Kimmerer et al., 2018; Seregin&Povova, 2019) A mortalidade do zooplancton também pode
ter causa ndo predatdria, como por envelhecimento natural, doencas, parasitismo e estresse
fisico-quimico no ambiente em que vivem. Esses fatores sdo fortemente varidveis e mais
dificeis de se estimar quantitativamente (Silva, 2007; Tang et al., 2014; Kimmerer et al., 2018;
Silva et al., 2020).

Para compreender o papel ecolégico do zooplancton no ecossistema é preciso estudar
também a mortalidade desses organismos, que na maioria dos autores identifica como causa a
predacdo, esquecendo-se da importancia das carcagas ricas em carbono e nutrientes
provenientes da mortalidade ndo predatoria (Tang et al., 2014). Quando nao diferenciamos 0s
organismos vivos dos mortos, podemos superestimar a producao secundaria e a quantidade de

alimento que esta disponivel para o nivel tréfico superior (Tang et al., 2006).

A mortalidade ndo predatéria pode ser facilmente estimada a partir da visualizagdo de
carcacas em amostras, onde essas podem ser diferenciadas das provenientes de mudas dos seus
diferentes estagios de desenvolvimento (Di Capua e Mazzocchi, 2017). As carcacas geralmente
sdo mais transparentes devido a perda de tecido, o exoesqueleto é visto quebrado e vazio ou
faltando apéndices, diferenciando-se daqueles organismos que morreram durante o arrasto da
rede, que mesmo tendo alguns apéndices danificados ainda apresenta boas condi¢des, e de
mudas recentes, que ndo apresentam nenhum residuo de tecido e sdo encontradas inteiras
(Harding et al., 1973; Genin etal., 1995; Haury et al., 1995; Frangoulis et al., 2004).

Ainda séo escassos 0s estudos que quantificam carcacas, principalmente relacionando-
as a mortalidade ndo predatdria dos copépodes em ambientes estuarinos (p.ex. Elliot et al.,2010;
Martinez et al., 2014; Jyothibabu et al., 2016) (Hirst e Kigrboe, 2002). A morte ndo predatoria,

ao gerar carcacas que podem ser comidas ou afundar no ambiente aquatico, contribuem para o
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fluxo vertical da matéria organica ou com o ciclo de nutrientes, ao se decompor
(Gentleman e Head, 2017), e pode ter diferentes causas como (Tang et al., 2014): senescéncia
ou fisiolégica; aumento da temperatura da &gua; ventos, ondas e correntes; toxicidade;

turbuléncia; parasitismo; qualidade e quantidade de alimento.

A técnica utilizada para diferenciar os tipos de carcagas quanto ao estagio de vida (vivo
e morto) durante a coleta é atraves da utilizacao do corante Vermelho Neutro e foi desenvolvida
por Dressel et al. (1972). Essa técnica possibilita a analise da mortalidade, corando de vermelho
0S organismos vivos na hora da coleta, possibilitando a diferenciacdo de organismos vivos e
mortos do zooplancton. Esse método foi melhorado por Elliott e Tang (2009), visando facilitar

a aplicacdo desse método in situ.

No Brasil, cerca de 60% das cidades crescem proximas a estuarios, resultado da rica
biodiversidade que os mesmos apresentam (Silva et al., 2011). Os ambientes aqui estudados
possuem variados impactos e importancia social e econdmica para o estado de Pernambuco,
Nordeste do Brasil. Desta forma fez-se necessario a realizacdo de um estudo que busque
descrever os padrdes temporais e espaciais da mortalidade ndo predatoria do zooplancton,
esperando-se entender as suas principais fontes e seu impactos nos ecossistemas, considerando
as seguintes hipoteses: i) diferentes estuérios inseridos em uma mesma regido tropical
contribuem com distintos percentuais de carcagas de zooplancton, variando espacial e
temporalmente; ii) estuarios inseridos em grandes centros urbanos apresentam maiores taxas de

mortalidade ndo-predatdria, assumindo maior grau de poluicdo doméstica.
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Introducéo

O sistema estuarino, devido a caracteristicas hidrodindmicas unicas, retencao de algas,
plantas e nutrientes, é considerado mais produtivo do que as aguas oceanicas e continentais
(Elliot e McLusky, 2002). O grande aporte de nutrientes inorganicos e de matéria organica
proveniente de origem terrigena torna os estuarios altamente produtivos, sendo considerado um
bercario, habitat natural de varios animais e o local perfeito para construcdo de portos
(Ketchum, 1983; Attrill, 2002; Miranda et al., 2002). Atributos esses que atraem a populagao
humana que, com seu crescimento populacional e suas atividades, torna-os impactados, criando
condicBes estressantes que podem afetar os ciclos bioldgicos, principalmente o dos organismos

zooplancténicos (Attrill, 2002; Nascimento et al., 2020).

Com seu importante papel nas teias alimentares, o zooplancton contribui para a
producdo da energia e o fluxo de matéria nos ecossistemas (Telesh, 2004). Suas carcagas ricas
em carbono e nutrientes geradas pela mortalidade ndo predatéria podem ser consumidas na
coluna d’4gua ou afundarem e se decompor, contribuindo para a regeneracdo dos nutrientes,
para o fluxo vertical da materia particulada e o fluxo do carbono, servindo também como fonte
de nitrogénio e potassio para os produtores primarios bentdnicos, até mais do que as pelotas
fecais (Frangoullis et al., 2011; Tang e Elliott 2014, Gentleman e Head, 2017).

A mortalidade é um processo natural para todos 0s seres vivos, que pode afetar desde a
dindmica populacional de uma espécie, até mesmo a estrutura de uma comunidade inteira, seja
em ecossistemas aquaticos ou terrestres (Di Capua e Mazzocch, 2017). As causas da
mortalidade ndo predatéria podem ser as mais varidveis possiveis, sendo as mais comuns:
senescéncia, alimentacdo, estresse fisico-quimico e até mesmo poluicdo marinha (Pavlova e
Melnikova, 2006a, 2006b, 2011; Tang et al., 2014). Estima-se que 25 a 33% da mortalidade
dos copépodes marinhos estejam relacionadas com fatores ndo predatorios (Hirst e Kigrboe,
2002). Ignorar esse tipo de mortalidade pode levar os pesquisadores a interpretacdes incorretas
sobre a dinamica populacional desses grupos (Tang e Elliott, 2014; Silva et al. 2020, Diniz et
al., 2021).

Entender como os fatores que influenciam a distribuicdo espacial e as variagdes na
proporcao de organismos mortos no ambiente podem fornecer informacdes sobre a dindmica
tréfica, considerando as teias alimentares herbivora e detritivora, principalmente em estuarios,
ambientes dindmicos (Martinez et al., 2013; Tang e Elliott 2014). Esse estudo buscou avaliar e
caracterizar as taxas de mortalidade ndo predatdria e a contribuicdo de carcacas da comunidade

zooplancténica em ecossistemas estuarinos tropicais, com diferentes graus de urbanizagéo,
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considerando as seguintes hipoteses: i: diferentes estuarios inseridos em uma mesma regiao
tropical contribuem com distintos percentuais de carcacas de zooplancton, variando
espacialmente; ii: estuarios inseridos em grandes centros urbanos apresentam maiores taxas de

mortalidade ndo-predatdria, assumindo maior grau de poluicdo domestica.

Material e métodos
Areas de estudo

O estudo foi realizado em seis ecossistemas estuarinos localizados na costa leste do
Nordeste do Brasil: estuarios do rio Capibaribe, rio Formoso rio Timbd, canal de Santa Cruz ,
baia de Suape e barra de Catuama (Figura 1, tabela 1). E que apresenta diferentes feicdes
geoldgicas, da prépria disponibilidade e porcentagem de cobertura vegetal de manguezal, assim

como diferentes processos de urbanizacdo e impactos ambientais (tabela 1)

Figura 1. Mapa da area de estudo: seis ecossistemas estuarinos localizados na costa leste do

Nordeste do Brasil (Pernambuco
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Os seis ambientes séo classificados como Area de Protecdo Ambiental (APA), mas ainda
sofrem diferentes niveis de atividade antropica, como, por exemplo, atividades turisticas,
complexos portuarios, lancamento de efluentes domésticos e industriais, e de residuos sélidos
(Farrapeira et al. 2009; Vila Nova & Torres 2012; Costa et al. 2015) (Tabela 1).

Tabela 1. Latitude, longitude, classificacdo do ecossistema, principal caracterizacdo do

ambiente e principais categorias de antropizacdo das areas de estudo.

Local Latitude Longitude Caracterizacéo
Canal de Santa 7°4851.4"S 34°51'34.0"W Urbano, atividade pesqueira, despejos
Cruz organicos e inorganicos (1)
7°42°00"S 34°50°00"W
Barra de Catuama Urbano, atividade pesqueira, despejos
organicos e inorganicos (1)
Rio Timbé 7°950'24.2"S 34°50'33"W Urbano, turismo (2,3)
Urbano, residuos solidos, efluentes
Rio Capibaribe 802'42.4"S 34°51'50.2"W domeésticos, industriais (2,4,5)
Complexo
Baia de Suape industrial e
8°22'06.3"S 34°57'31.8"W portuério, dragagem, aterro de

manguezais, efluentes
industriais e domésticos
(6,8)

Rio Formoso 8°41'24.3"S 35°05'25.8"W Urbano, pesca, carcinicultura,
agricultura (7,9)

Referéncias: 1- Figueiredo et al. (2006); 2- Noronha et al. (2011); 3- Maciel et al. (2020); 4-
Bezerra et al. (2017); 5- Brasil (2001); 6- Vila Nova & Torres, (2012); 7- Barros et al. (2010);
8- Barcellos et al. (2018); 9- Brasil (2009); Steiner et al.(2015).

Coleta de dados
Variaveis ambientais

As variaveis hidroldgicas (temperatura, pH, oxigénio dissolvido, solidos totais,
turbidez, salinidade) foram mensuradas a partir de uma sonda Horiba U-52, em cada ponto de

amostragem, em cada estuario.

Para a determinacdo da clorofila-a, as amostras de agua (1 litro) foram coletadas na

superficie de todos os pontos, filtradas (entre 100 e 400 ml) logo apoés a coleta em filtro de fibra



24

de vidro GF52/C de 0,45 pm, com o auxilio de uma bomba a vacuo e armazenadas no freezer.
A extracdo do teor de clorofila- a foi feita em solucéo de acetona 90%, por 18 horas e a 4°C. A
analise foi feita através de um espectrofotémetro, seguindo a metodologia de Parson et al.
(1984).

Coleta de plancton

Foram realizadas duas campanhas para cada ambiente, que foram coletadas entre os
meses de novembro/2020 e setembro de 2021, totalizando 42 amostras para cada estacdo, sendo
18 amostras fixas (anélise de quali-quantitativa) e 18 amostras de vermelho neutro (estudo de
mortalidade), que foram coletadas sempre no horario diurno (entre 9 e 12h) e na maré vazante
de sizigia. As amostras dos organismos zooplancténicos foram obtidas através da filtracdo da
agua, por arrastos simultaneos de duas redes de plancton de 64 um de abertura da malha, em

trés areas de cada estuario: (i) externo, (ii) intermediario e (iii) interno.

As amostras para analise quali-quantitativas foram feitas através de arrastos com o uso
de um fluxémetro acoplado a boca da rede, para estimar o volume filtrado, em arrastos de 3
minutos, na por¢ao subsuperficial da coluna d’agua e a uma velocidade de 1 nd, tendo as
amostras sido fixadas em formol neutro a 4%. Nas amostras para caracterizacdo e
experimentacdo da mortalidade, foi colocado um copo cego na rede a fim de evitar a

mortalidade dos organismos durante o arrasto.

Ap0s cada arrasto, utilizou-se a técnica para estimar a mortalidade, com a adi¢éo de 1,5
ml da solugdo estoque de vermelho neutro a 1% em &gua deionizada, para cada 1000 ml de
amostra de zooplancton vivo (Dressel et al. 1972; Elliott & Tang 2009). Em seguida, as
amostras foram acondicionadas em um vidro escuro e mantidas durante 15 min em um balde
com agua do ambiente, para manter a temperatura e evitar a mortalidade de animais durante
essa etapa em campo. Posteriormente, as amostras foram concentradas em filtros finos de malha
de nylon (45 um) e enxaguadas delicadamente com agua do mar filtrada para remover o excesso
do corante, acondicionados em placas de Petri cobertas por papel aluminio, armazenadas em
gelo e conduzidas ao laboratorio, as quais estiveram mantidas em freezer até o processamento

das mesmas (maximo de 90 dias apds a coleta).

Analise laboratorial
A identificacdo e contagem dos grupos do zooplancton das amostras quali-quantitativas

foram realizadas sob estereomicroscépio e microscopio, com o auxilio de literatura
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especializada: Boltovskoy (1981; 1999), Trégouboff e Rose (1957), Bjornberg (1981). As
amostras foram diluidas para um volume variavel, de acordo com a concentracdo de
organismos, homogeneizada e retirada trés subamostras de 2ml que foram analisadas em
camara de Sedgewick-Rafter. Cada subamostra teve um numero minimo de 100 individuos
contados, totalizando, no minimo, 300 organismos por amostra. Os copépodes adultos foram
identificados a nivel de espécie e 0s nauplios e copepoditos iniciais, a nivel de familia. Os

demais organismos foram classificados em grandes grupos (filo, classe, ordem).

Para o experimento de mortalidade, as amostras de vermelho neutro foram descongeladas
e diluidas em &gua do mar filtrada e acidificadas para pH < 7, pela adi¢ao de 1 ml de HCI por
amostra de 10 ml, para enaltecer a coloracdo do vermelho neutro nos animais (Elliott e Tang
2009). Os organismos foram classificados, segundo esses autores, em vivos (corados, vermelho
intenso) e mortos (ndo corados, creme ou transparente). A contagem foi feita com o
estereomicroscopio e microscopio com luz refletida e com o laboratério com pouca luz (para
evitar a perda de coloracdo do material em anélise), sendo contabilizados os 100 primeiros

individuos de cada amostra e identificados a nivel de familia.

Experimento de decomposicéo de carcacas e taxa de mortalidade ndo predatoria

Em cada ambiente foi adicionado pelo menos um arrasto a mais, na estacdo ii
(intermediaria), no intuito de coletar copépodes vivos para realizar 0s experimentos de
decomposicdo de carcacas. O zooplancton coletado foi previamente processado e para cada
série experimental (estuario/periodo sazonal) foram separados 20 organismos de familias
tipicas dos trés principais grupos de copépodes estuarinos da regido: Cyclopoida (Oithonidae),
Calanoida (Acartiidae) e Harpacticoida (Tachidiidae). Apds essa triagem, os individuos foram
colocados no freezer por 30 minutos, a -20°C, para serem mortos para a experimentacao.
Posteriormente, os organismos foram distribuidos em placas de cultura de 12 cavidades,
incubados em &gua do mar filtrada em filtro de nitrato de celulose de 5,00 um, em uma camara
de germinagéo, com temperatura variando de 25-27°C (simulando a temperatura ambiente no
momento da coleta) e fotoperiodo de 12 horas, identificados com tempo inicial e local. O
experimento foi observado diariamente e os organismos foram considerados decompostos ao
atingirem o estagio avancado, com a maior parte dos tecidos tendo desaparecido, seguindo o
estudo de Tang et al. (2006).

As taxas de mortalidade foram estimadas através da formula: m=D/ [t (1-D)], onde D é
a fracdo de carcacas na amostra de vermelho neutro (copépodes mortos) e t € o tempo (dias)
necessario para a decomposicdo completa, obtido através do experimento de decomposicdo

(Tang et al., 2006). A combinacdo da técnica e do experimento permitem estimar a mortalidade
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ndo predatoria, baseando-se nos dados de abundancia de copépodes mortos e vivos obtidos
durante o estudo de campo (Di Capua e Mazzocchi, 2017).0s dados gerados pelos experimentos
de decomposicdo com as familias modelos também foram utilizados para estimativa da taxa de
mortalidade de outras familias pertencentes as mesmas ordens (Cyclopoida, Calanoida e

Harpacticoida).

Anédlises descritivas e estatistica

A analise da estrutura da comunidade zooplanctdnica foi feita baseando-se em calculos
de densidade total (método tradicional; ind. m-3), densidade de copepodes corrigida
(considerando apenas 0s organismos vivos; ind. m-3), abundancia relativa (%), percentual de
mortos (carcacas) (%) e taxa de mortalidade nio-predatoria (dia™).

As analises para comparacdo da taxa de mortalidade, percentual de mortos, densidade
total e de copépodes vivos entre os estuarios foram realizadas através do teste de Analise
Permutacional de Variancia (PERMANOVA) unidirecional. Testes a posteriori de Dunn foram
realizados para saber quais ambientes par a par foram diferentes entre si.

A matriz de dissimilaridade foi usada para criar a ordenacgéo de escala multidimensional
ndo métrica (nMDS) (Clarke e Warwick, 2001). Uma PERMANOV A multivariada foi utilizada
para detectar diferencas na estrutura da comunidade de acordo com a variabilidade espacial
comparando as seis regides estuarinas. Foi utilizada a matriz de similaridade e dissimilaridade
de Bray-Curtis. Usamos 0s residuos sob o0 modelo completo com 9.999 repeticdes (Anderson,
2001).

Para observar se ocorria relacdo entre a taxa de mortalidade ndo predatdria por dia e
taxa de carcacas, assim como da mortalidade com fatores ambientais, foram realizadas
regressdes lineares potencial, onde a primeira variavel (taxa de mortalidade) foi tida como
variavel independente para todas as relagdes.

Os atributos biol6gicos foram log-transformados em (x+1) para melhorar a normalidade
e homocedasticidade dos dados. As analises estatisticas foram feitas usando os softwares R
(versdo 3.2.2, R Core Team, 2015), utilizando a interface RStudio (versdo 0.99.473, Equipe
RStudio, 2015), Past 4 e Primer, seguindo os pressupostos de cada teste e considerando como

significativo os valores de p <0,05.

Resultados

Caracterizacdo ambienta
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A temperatura média dos ambientes durante o periodo de estudo foi de 27,8 + 1,6°C,
com o minimo de 25°C, maximo de 29,6°C. Os valores de pH mantiveram-se entre 5,7 e 8,4,
com média de 6,9 + 0,7. A média do oxigénio dissolvido foi de 7,3 + 4,9 mg. L™, com o menor
e 0 maior valor chegando a 1,4 mg. L e 16,7 mg. L%, respectivamente. A salinidade média foi
24,3 + 13,7, com minimo de 0,2 e maximo de 34,9. Enquanto que, para solidos totais
dissolvidos, a média foi de 22,8 + 10,1 mg. L™, minimo de 1,9 mg. L™ e méaximo de 31,8 mg.
L. A média da turbidez foi 18,3 NTU (+ 24,7 NTU), com os valores variando de 2,3 a 59,1
NTU, a Clorofila- a teve a média de 11,6 mg.m= (+ 9,6 mg.m®) com minimo e maximo de 1,5
mg.m? e 43,5 mg.m=3, respectivamente. Considerando as variaveis ambientais analisadas
observou-se altos valores de varia¢do para turbidez (131,9%), Clorofila-a (83,4%) e oxigénio

dissolvido (64,4%), tendo os demais apresentado menos de 25% (Tabela 2).

Tabela 2. Média e desvio padrdo () das varidveis mensuradas nos seis sistemas estuarinos
(Nordeste do Brasil) durante o periodo de estudo.

Rio Timbd Canal de Barra de Rio Rio Suape
Santa Cruz  Catuama Capibaribe  Formoso

Temperatura (°C) 2946 +02 25%0 290+0,2 279+03 284+02 283+0,1
pH 75+0,1 7,2+0,8 74+172 71+003 64+06 7,008
Turbidez 35+11 - 121+36 59,1+379 102+28 11,3+32
Oxigénio dissolvido 6,0+1,3 - 3,1+0,8 22+111 104+48 6,111
(mg. L?)
Sélidos totais 30,4 +1,2 - 309+0,7 8,1%65 264 +54 31,7+0,1
dissolvidos (mg. L)
Salinidade 331+18 - 339+09 0,8+06 302+4,0 348+0,1

Clorofila-a (mg. m®) 25,1+3,3 266+20 7,7+10 40,14 +18,6 36,0+130 3,220

(-) A variavel ndo pdde ser mensurada
Estrutura da comunidade

Foram registrados 46 taxons representantes dos seguintes filos: Foraminifera,
Ciliophora (Tintinnina), Rotifera, Mollusca (Gastropoda e Bivalvia), Annelida (Polychaeta),
Arthropoda (Amphipoda, Copepoda, Cirripedia e Decapoda), Chaetognatha, Appendiculariae
Teleostei (ovos). Os copepodes foram o grande destaque do estudo, com 12 espécies
pertencentes as familias: Acartiidae, Cyclopidae, Corycaeidae, Ectinosomatidae, Oithonidae,
Paracalanidae, Pseudodiaptomidae, Sapphirinidae, Tachidiidae e Temoridae (Tabela 3). Os
nauplios de Oithonidae e a espécie Oithona oswaldocruzi foram os organismos mais frequentes
(35,7%), seguido das espeécies Acartiia lillgeborgi e Euterpina acutifrons com uma frequéncia
de 33,3%, e, para os demais grupos, o de maior frequéncia foram os nauplios de Acartiidae e
Cyclopidae (31%).
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Tabela 3. Composicao, frequéncia de ocorréncia (%), abundancia relativa e densidade média

(ind. m-3) da fauna plancténica dos seis sistemas estuarinos (Nordeste do Brasil).

TAXA F.O (%)*  Densidade média Ab. Relativa
(ind. m®) (%)
FORAMINIFERA 23,8 222,65 1,71
TINTINNINA 28,6 528,35 6,96
ROTIFERA
Bdelloidea 2,4 0,51 0,03
Brachionus angularis (Gosse, 1851) 71 10,21 0,56
Brachionus calyciflorus (Pallas, 1766) 71 12,09 0,64
Brachionus caudatus (Barrois and Daday,1894) 2,4 1,46 0,07
Brachionus plicatilis (Mller, 1786) 7,1 47,04 2,56
Epiphanes sp. 2,4 2,04 0,14
Keratella americana (Carlin, 1943) 2,4 0,42 0,02
MOLLUSCA
Bivalvia (véliger) 9,5 85,82 1,06
Gastropoda (véliger) 28,6 165,41 1,42
POLYCHAETA (larva) 26,0 459,73 3,17
COPEPODA
Acartia lillgeborgi (Giesbrecht, 1889) 33,3 153,23 4,50
Apocyclops procerus(Herbst, 1955) 11,9 92,69 0,95
Corycaeus sp. 7,1 25,12 0,20
Euterpina acutifrons (Dana, 1847) 33,3 1348,66
Oithona oswaldocruzi (Oliveira, 1945) 35,7 1124,03 7,08
Oithona nana (Giesbrecht, 1893) 29,6 2201,44 7,54
Oithona hebes (Giesbrecht, 1891) 9,5 31,69 0,56
Paracalanus quasimodo (Bowman, 1971) 21,4 52,98 0,93
Pseudodiaptomus acutus (Dahl F., 1894) 71 34,55 0,39
Sapphirina nigromaculata(Claus, 1863) 7,1 10,67 0,33
Temora turbinata (Dana, 1849) 7,1 55,47 0,36
Temora stylifera (Dana, 1849) 9,5 - -
Microsetella sp. 2,38 272,74 0,66
Copepodito Oithonidae 23,8 127,36 0,87
Copepodito Pseudodiaptomidae 2,4 0,32 0,01
Copepodito Euterpinidae 9,5 40,97 0,67
Nauplius Acartiidae 31,0 811,58 9,69
Nauplius Calanidae 19,0 123,09 1,04
Nauplius Cyclopidae 31,0 592,79 4,46
Nauplius Euterpinidae 19,0 904,82 4,44
Nauplius Oithonidae 35,7 1078,14 11,95
Nauplius Longipediidae 11,9 83,62 1,83
Nauplius Paracalanidae 19,0 153,23 1,13
Nauplius Pontellidae 16,7 51,29 1,79
Nauplius Pseudodiaptomidae 16,7 242,14 1,16
Nauplius Temoridae 26,2 - -
CIRRIPEDIA (nauplius) 9,5 1138,99 4,99
AMPHIPODA 4,8 7,72 0,07
DECAPODA
Zoea (Brachyura) 4,8 20,75 0,21
Zoea (Porcellanidae) 7,1 - -
CHAETOGNATHA 7,1 108,11 0,77
CHORDATA
Appendicularia 11,9 240,21 2,01
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Teleostei 7,1 29,61 0,22

(-) Espécies raras ou gque s6 apareceram em alguns dos estuarios; *Frequéncia de ocorréncia(%)

A densidade média do zooplancton considerando todos os sistemas estudados foi de
6.900,99 (+ 8.674,87) ind. m3, com o valor minimo chegando a 90,23 ind. m=e maximo de
31.996,66 ind. m3, com coeficiente de variacdo de 125,7% (Tabela 3, Figura 2). Foi observado
uma diferenca significativa na densidade entre ambientes (PERMANOVA - One Way, p<0,05).
Rio Timbo diferiu do Canal de Santa Cruz e Suape, o Canal de Santa Cruz também foi diferente
de rio Formoso, Capibaribe e Catuama, também houve diferenca entre rio Formoso e rio
Capibaribe e entre rio Capibaribe e Suape (Dunn's post hoc, p<0,05) (Tabela 6). Canal de Santa

Cruz foi 0 ambiente com maior densidade de copépodes vivos (Figura 2)
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Figura 2. Boxplot com os valores de densidade total do zooplancton (ind. m-) encontrado nos

seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil.
Percentual de carcagas e taxa de mortalidade ndo predatéria

O percentual médio de carcacas de copépodes foi de 51,34% (+ 30,16, CV: 58,7%),
com os valores variando de 4 a 100%. As carcacas dos copépodes das familias Oithonidae
(48,21+ 28,78%; CV: 59,7%) e Tachidiidae (46,11 + 31,22%; CV: 67,7%) estiveram presentes
em todos os ambientes. Em relacdo ao percentual de carcacgas e aos ambientes, foi observado
uma diferenca significativa dos organismos adultos entre os ambientes (PERMANOVA - One
Way, p<0,05). Suape diferiu de rio Capibaribe, rio Timbo e Catuama quanto as carcagas dos
adultos (Dunn's post hoc, p<0,05), onde os maiores valores foram registrados para Suape
(Figura 3). Ja em relacdo as carcagas dos nauplios ndo houve diferenga significativa
(PERMANOVA - One Way, p>0,05).
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Figura 3. Boxplot com os percentuais de carcacas de nauplios e copépodes adultos encontrados

em seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil.

Em relacdo a taxa de mortalidade, a média foi de 0,113 dia (+ 0,070 dia?, CV:
62,4%), com os valores minimos de 0,016 d* e maximo de 0,273 d*, sendo as familias
Paracalanidae (0,545 dia+ 0,255; CV: 47%) e Oithonidae (0,119 + 0,061 d!; CV: 51,7%) as
apresentarem os maiores valores. Apesar da familia Tachidiidae ndo ter apresentado valores
médios altos (0,086 + 0,049 dia), foi a que mais variou durante o estudo (56%). N&o houve
diferenca significativa entre os ambientes e a taxa de mortalidade (PERMANOVA - One Way,
p>0,05) (Figura 4). A taxa de mortalidade esteve relacionada negativamente com Clorofila-a

(R=-0,46) e positivamente com a taxa de carcacas de copepodes adultos (R=0,55)(Figura 5).

© ‘
©

'§_ a =3 Ambiente

i g9 v

2 03 o 3_ Sg o3 ES CanalSC

o [:.I a S8 B capibaribe

(0] T o

° - =3 a B catuama

% (P 3

%— 0.2 a g ‘8 02| a : - B4 Rformoso

2 E_g — a a a a Bl Rio timbs

< o E B8 suape

o 0.1 a D 0.1

S g°

il ©

g ® g

Figura 4. Boxplot com a taxa de mortalidade ndo-predatéria (dia*) de nauplios e copépodes
adultos encontrados em seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil. (a) O ambiente ndo

apresentou nenhuma diferenga significativa entre outro local

A média de dias para decomposicdo das carcacas foi de 4,7 dias (1,07, CV:21,4%),
as familias Paracalanidae e Oithonidae chegaram a se decompor em apenas 3 dias, valores
minimos observados, enquanto a familia Tachidiidae alcangou o valor maximo, levando até 8
dias.
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Figura 5. Regressdo linear pontencial entre a mortalidade ndo-predatéria (dia?), taxa de

carcacas de copépodes adultos e variaveis ambientais (Clorofila-a, pH e Temperatura).

Comparando as taxas de mortos (carcacas) e mortalidade para os grupos (analises

multivariadas)

O gréfico Nao-métrico multidimensional escalonamento (nMDS) mostrou que existem
pequenos grupos separados de maneira ndo muito clara e definida em relacdo as porcentagens

de carcacas, como também para a taxa de mortalidade ndo-predatoria entre as areas (Figura 6).
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Figura 6. Ndo-métrico multidimensional escalonamento (nMDS) da porcentagem de carcacas
(%) e a taxa de mortalidade nio-predatdria (dia™) de copépodes adultos encontrados em seis
sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil.

Os ambientes foram diferentes em relagdo a estrutura as taxas de porcentagem de
carcacas entre os ambientes e também em relacdo a taxa de mortalidade ndo predatéria
(PERMANOVA multivariado, p < 0,05).

Os testes a posteriori da PEMANOVA, mostraram que a maior parte dos ambientes
estdo estruturados da mesma forma em relacdo as porcentagens de carcacas e taxa de
mortalidade ndo-predatdria (p>0.05, tabela 4, 5), diferindo apenas entre 0 Rio timbo e Canal
SC, assim como Rio Timbé e Rio Formoso tanto em relacdo as carcagas, quanto a taxa de
mortalidade (p<0,05, tabelas 4, 5). Esses resultados contrastaram com os da taxa de mortalidade
ndo-predatdria total de copépodes adultos, que foi bem maior e diferente em Suape com outras
localidades.

Tabela 4. Testes pareados (pair-wise tests) da PERMANOVA da porcentagem de carcacas de
Copepodes adultos entre seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil. Valores de p

significativos (p < 0,05) em negrito. MC: com permutacéo de Monte Carlo.

Ambientes t P(perm) P (MC)
Rio timbo, Canal SC 2.1085 0.016 0.028
Rio timbd, Rio formoso 2.6387 0.004 0.007
Rio timb¢, Catuama 0.93321 0.408 0.399
Rio timbo, Suape 1.646 0.074 0.123
Rio timbo, rio Capibaribe 1.4764 0.144 0.156

Tabela 5. Testes pareados (pair-wisetests) da PERMANOVA da taxa de mortalidade por dia®
ICopepodes adultos entre seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil. Valores de p
significativos (p < 0,05) em negrito. MC: com permutacéo de Monte Carlo.
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Ambientes t P(perm) P(MC)
Rio Timbo, Canal SC ~ 2.1929 0.016 0.02
Rio Timbo, R formoso  2.4514 0.006 0.01
Rio Timb¢, Catuama  0.94224 0.398 0.39
Rio Timbd, Suape 1.3365 0.23 0.199
Rio Timbo, rio 1.4613 0.154 0.168
Capibaribe

Para a densidade corrigida (considerando apenas a parcela de organismos vivos), a
densidade média de copépodes foi de 124,501 ind. m™ (+ 172,872 ind. m=3, CV: 138,9%) o
minimo de 4,886 ind. m?® e maximo de 713,289 ind. m3. Foi observado uma diferenca
significativa na densidade dos copépodes vivos entre os ambientes (PERMANOVA - One Way,
p<0,05; Dunn's post hoc, p<0,05) (Detalhes na tabela 6). Canal de Santa Cruz foi 0 ambiente
com o maior valor para densidade de copépodes vivos (ind. m3)(Figura 7).
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Figura 7. Boxplot com os valores de densidade copépodes vivos (ind. m=) em seis sistemas

estuarinos do Nordeste do Brasil.

Tabela 6. Diferenca entre os ambientes em relacdo a densidade total do zooplancton (ind. m-

3) e densidade dos copépodes vivos (ind. m) (Dunn's post hoc, p<0,05).

Densidade total Densidade copépodes vivos
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Ambientes P Ambientes P
Rio Timbo, Canal SC  <0,05 Rio Timbo, Canal SC <0,05
Rio Timbo, Suape <0,05 Canal SC, Rio Formoso <0,05
Canal SC, rio Formoso  <0,05 Canal SC, Capibaribe <0,05
Canal SC, Capibaribe  <0,05 Canal SC, Suape <0,05
Canal SC, Catuama <0,05 Canal SC, Catuama <0,05
Rio  Formoso, rio <0,05 Rio Formoso, rio <0,05
Capibaribe Capibaribe

Suape, rio Capibaribe  <0,05 Suape, rio Capibaribe <0,05

Discusséo

O presente estudo € o primeiro a caracterizar a contribuigdo das carcacas e a taxa de
mortalidade ndo predatoria de copépodes em ecossistemas estuarinos do Nordeste do Brasil. O
mesmo evidenciou variacdo nos valores de percentuais de carcacga oriundas de mortalidade ndo
predatdria entre os ambientes. Entre os ambientes estudados, houve pouca diferenciacao entre
esses percentuais na maior parte dos ambientes, ndo corroborando com a hipétese que as
maiores taxas de mortalidade ndo-predatoria nos estuarios dos grandes centros urbanos de modo
que indicasse que a mortalidade estivesse relacionada ao maior grau de poluicdo domeéstica
nesses locais. E de forma geral, os estuarios do estado Pernambucano apresentam uma
contribuicdo de carcacas e mortalidade quase proporcional em todas as areas, com excecao de

alguns ambientes.

Mesmo com as coletas realizadas em ambientes e meses distintos, incluindo algumas tendo
sido em periodos de variagao temporal, ndo houve uma grande variagao entre os dados abioticos

durante a realizacdo da pesquisa, com excec¢éo da turbidez, clorofila- « e oxigénio dissolvido.
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Esse ultimo teve o valor minimo baixo, o qual pode estar relacionado aos efluentes de origem
domeéstica e industrial que sdo lancados todos os dias em alguns desses ambientes (Silva, 2004).
Apesar disso, todos se mantiveram préximos dos valores ja encontrados para os estuarios da
regido (Grego et al., 2004; Cavalcanti et al. 2008; Silva et al., 2009; Figueiredo et al., 2017).

Segundo Day Jr et al. (1989), os copépodes sdo considerados 0s organismos mais
abundantes do holoplancton. Nesse estudo eles foram os principais contribuintes para a
diversidade dos ambientes estudados, sendo representado principalmente pelas familias
Oithonidade, Acartiidae e Tachidiidae, que ja tém sido registradas nos trabalhos em outros
estuarinos no Nordeste (p.ex. Lopes et al., 1998; Neumann-Leitdo et al., 2005; Cavalcanti et al.,
2008; Resgalla et al., 2010).

As carcacas de copépodes funcionam como hotspots microbianos, sendo importantes para
a alca microbiana e uma importante via alternativa de transporte de carbono, gerando até um
fluxo maior do que as das pelotas fecais (Frangoulis et al., 2011;Glud et al. 2015; Tang et al.
2019). Durante o estudo, a contribuicdo percentual média das carcacas esteve proxima dos
51,34%, valor comum para ecossistemas marinhos, que segundo Tang et al. (2014) deve estar
entre 11,6% e 59,8%. A familia mais contribuinte foi a Oithonidae, como ja visto também por
Silva et al. (2020) em uma area costeira influenciada pela pluma estuarina na mesma regiao,
mas, diferindo do trabalho de Jyothibabu et al. (2015) e Di Capua&Mazzocchi (2017) onde
usaram uma rede de 200 pm, os maiores valores de carcacas foram para 0s
copépodescalanoidas. Em seu trabalho, Giesecke et al. (2018) notou que 0s organismos
menores apresentaram uma porcentagem menor de mortos e o0 contrario para os grandes, mas
ainda assim Oithona sp. teve o percentual mais alto, 0s mesmos também utilizaram uma rede
com abertura de malha de 200um, que possibilitou a entrada de copépodes maiores e esta

comparagéo.

Em aguas com alta diluicdo, o estresse fisico junto a outros fatores como a presenca de
contaminantes podem contribuir para aumento da taxa de mortalidade nao predatéria (Martinez
et al. 2014). Acredita-se que nos estuarios esse tipo de mortalidade seja condicionada
principalmente pelas marés e descargas de rios, que podem aumentar a mistura horizontal e
vertical e provocar maiores valores de mortalidade (Giesecke et al. 2017), além dos proprios
impactos antrdpicos tipicos de cada ambiente. Encontramos uma taxa de mortalidade nao-
predatoria bem mais acima (tanto para copépodes adultos quanto para nauplios) do que ja visto
no trabalho de Silva et al. (2020), onde a familia Oithonidae (adultos) apresentou os valores

méaximos com o valor de 0,05 + 0,03 dia™®. Ja na pesquisa realizada por Di Capua e Mazzocchi
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(2017) os valores estiveram bem acima, com o maximo de 0,76 dia™ para os copépodes do

género Clausocalanus e levando o maximo de 7,08 e minimo de 3,29 dias para se decompor.

Durante todo o estudo, o percentual de carcagas teve uma maior contribuicdo das
familias Tachidiidae e Oithonidae, enquanto que as familias Paracalanidae e Acartiidae
contribuiram em menores propor¢oes (Figura 7). J& para taxa de mortalidade ndo-predatoria, as
principais familias foram Oithonidae, Paracalanidae e Tachidiidae, independente da regido
estudada (Figura 8). Observando isoladamente os ambientes, a regido de Suape foi a que
apresentou as familias acima citadas em maiores proporcdes tanto para mortalidade quanto para
percentual de carcacas e a Unica que se diferiu entre os ambientes nas porcentagens das
carcacas. Para mortalidade nao-predatoria, ndo houve diferenca alguma entre os locais. O
esperado era que os ambientes com uma grande variedade de impactos apresentassem maiores
valores tanto para carcacas quanto para mortalidade ndo predatoria. Suape é apenas um dos
varios ambientes aqui estudo que sofre com os impactos antropicos (Tabela 1). Capibaribe por
exemplo, gue segundo a literatura sofre diariamente com efluentes domésticos, industriais e
residuos sélidos (tabela 1), ndo esteve entre os ambientes a apresentarem o maior percentual de
carcacas € nem taxa de mortalidade, apresentando valores proximo a estuarios como rio
Formoso, considerado menos impactado. Possivelmente, os organismos la presentes e em
outros estuarios em situacdo parecida, estdo adaptados ao estresse ambiental do local e ndo
apresentam uma alta taxa de mortalidade ndo-predatdria relacionadas ao grau de poluicéo. Para
comprovar isso mais estudos sdo necessarios, o ideal é que no futuro eles sejam feitos em longa
duracdo e em conjunto com uma caracterizacdo ambiental, para tentar entender as possiveis

relagdes entre os impactos e a taxa de mortalidade ndo-predatoria.

wiene organist
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Figura 8. Modelo conceitual resumindo a porcentagem de carcacas de copépodes para a
comunidade de zooplancton nos seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil. Representando

0S grupos principais associados aos ambientes estudados.
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Figura 9. Modelo conceitual resumindo a taxa de mortalidade ndo-predatoria de copépodes
para a comunidade de zooplancton nos seis sistemas estuarinos do Nordeste do Brasil.

Representando os grupos principais associados aos ambientes estudados.

Conclusao

Os estuarios podem suprir a teia alimentar estuarina com uma parcela significativa de
carcacas de copépodes plancténicos na regido do Atlantico tropical (Nordeste do Brasil), e essa
contribuicdo pode variar em termos de familias e ambiente. Diferenciar os organismos em
termos de individuos vivos e mortos pode contribuir com um maior entendimento de como os
copépodes planctonicos realmente participam das teias tréficas marinhas, que quase sempre é

relacionada erroneamente apenas a rota das cadeias troficas classicas.

Neste caso, nosso estudo apresenta novas informacdes para esse entendimento, mostrando
gue esses mesmos grupos podem contribuir, alternativamente e em termos espaciais, para a rota

de cadeia de detritos de forma expressiva.
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As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript as asingle fileto be used in the
refereeing process. This can be a PDF file or aWord document, in any format or lay-out that can be used by referees to
evaluate your manuscript. It should contain high enough qualityfigures for refereeing. If you prefer to do so, you may
still provide all or some of the source files at the initial submission. Please note that individual figure files larger than
10 MB must be uploaded separately.

References
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as
long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title,
year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DO is
highly encouraged. The reference style used bythe journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the
proof stage. Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct.

Formatting requirements
There are no strict formatting requirements but all manuscripts must contain the essential elementsneeded to convey
your manuscript, for example Abstract, Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results, Conclusions,
Artwork and Tables with Captions.
If your article includes any Videos and/or other Supplementary material, this should be included in your initial
submission for peer review purposes.
Divide the article into clearly defined sections.

Please ensure your paper has consecutive line numbering this is an essential peer reviewrequirement.

Figures and tables embedded in text
Please ensure the figures and the tables included in the single file are placed next to the relevant textin the manuscript,
rather than at the bottom or the top of the file. The corresponding caption shouldbe placed directly below the figure
or table.

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially assessed by the editor for
suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically sent to a minimum of two independent expert
reviewers to assess the scientific quality of the paper. The Editor isresponsible for the final decision regarding acceptance
or rejection of articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers which they have
written themselves or have been writtenby family members or colleagues or which relate to products or services in
which the editor has an interest. Any such submission is subject to all of the journal's usual procedures, with peer
review handled independently of the relevant editor and their research groups. More information on types of peer
review.

Use of word processing software
Regardless of the file format of the original submission, at revision you must provide us with an editable file of the
entire article. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes will be removed and replaced
on processing the article. The electronic text should be preparedin a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier). See also the section on Electronic artwork.
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and 'grammar-check’ functions of your
word processor.

LaTeX
You are recommended to use the latest Elsevier article class to prepare your manuscript and BibTeXto generate your
bibliography.
Our Guidelines has full details.

Subdivision - numbered sections
Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1,1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this numbering also for
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internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may begiven a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a detailed literaturesurvey or a
summary of the results

Material and methods
Provide sufficient details to allow the work to be reproduced by an independent researcher. Methodsthat are already
published should be summarized, and indicated by a reference. If quoting directly from a previously published
method, use quotation marks and also cite the source. Any modificationsto existing methods should also be described.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt with in the Introduction and
lay the foundation for further work. In contrast, a Calculation section represents apractical development from a
theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined Resultsand Discussion
section is often appropriate. Avoid extensive citations and discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which may standalone or form a
subsection of a Discussion or Results and Discussion section.

Appendices
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations inappendices should
be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,Eq. (B.1) and so on. Similarly for
tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid abbreviations and formulae
where possible.
Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family name(s)of each author and check that all
names are accurately spelled. You can add your name between parentheses in your own script behind the English transliteration.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the appropriate address.Provide the full
postal address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.
¢ Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeingand publication, also post-
publication. Thisresponsibility includes answering any future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are kept up to date by the corresponding author.
e Present/permanent address. If anauthor has moved since the work described in the article wasdone, or was visiting at the time,
a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author
actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your article viasearch engines.
They consist of a short collection of bullet points that capture the novel results of your research as well as new
methods that were used during the study (if any). Please have a look at the examples here: example Highlights.

¢ Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights'
in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point).
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A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal
results and major conclusions. An abstract is often presented separately fromthe article, so it must be able to stand
alone. For this reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-
standard or uncommon abbreviations shouldbe avoided, but if essential they must be defined at their first mention in
the abstract itself. The abstract should be 100-150 words in length.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more attention to the online article. The
graphical abstract should summarize the contents of the article in a concise, pictorial form designed to capture the
attention of a wide readership. Graphical abstracts should be submitted as aseparate file in the online submission
system. Image size: Please provide an image with a minimumof 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more.
The image should be readable at a size of 5 x13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types:
TIFF, EPS, PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our information site.

Authors can make use of Elsevier's lllustration Services to ensure the best presentation of their images and in accordance
with all technical requirements.

Immediately after the abstract, provide 6-10 keywords which describe the scope of the article. At least 3 of
these must be selected from the list of suggested keywords https://www.elsevier.com/
data/promis_misc/405865kwd.pdf. Where relevant these should includethe main species concerned, the geographical
area and the contaminant.

Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence in the article: in theabstract but also in
the main text after it. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Acknowledgements
Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and donot, therefore,
include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here thoseindividuals who provided help
during the research (e.g., providing language help, writing assistanceor proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx, yyyy];the Bill & Melinda
Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the United States Institutesof Peace [grant number aaaa].

Itis not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. Whenfunding is from a
block grant or other resources available to a university, college, or other researchinstitution, submit the name of the
institute or organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public, commercial, or not-for-profit
sectors.

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If, in certain
instances, it is necessary to quote other units, these should be added in parentheses. Temperatures should be given in
degrees Celsius. The unit "billion™ (109 in America, 1012 in Europe)is ambiguous and must not be used.

Math formulae
Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae inline with normal
text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle,
variables are to be presented in italics. Powers of e are oftenmore conveniently denoted by exp. Number consecutively
any equations that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes
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Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word processors build
footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in
the text and present the footnotes themselves separately at theend of the article.

Electronic
artworkGeneral points
Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
Number the illustrations according to their sequence in the text.
Use a logical naming convention for your artwork files.
Indicate per figure if itis a single, 1.5 or 2-column fitting image.
For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables within asingle file at the revision
stage.
¢ Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Formats
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please 'save as' or convert the images
to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone
combinations given below):
EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.TIFF (or JPG):
Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpiis required.

Please do not:

o Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low.
o Supply files that are too low in resolution.
e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or MS Office files)
and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier
will ensure, at no additional charge, that these figures will appearin color online (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color reproduction
in print, you will receiveinformation regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions
Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the figureitself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum butexplain all symbols and
abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the relevant text in the
article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text
and place any table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in
them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in table
cells.

Citation in text
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice versa). Any references
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cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal communications are not recommended in
the reference list, but may be mentioned in the text. If thesereferences are included in the reference list they should
follow the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with either
'‘Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Reference links
Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links tothe sources cited.
In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please
ensure that data provided in the references are correct. Pleasenote that incorrect surnames, journal/book titles,
publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may
already contain errors. Use of theDOI is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article.An example of a
citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke
M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab beneathnortheastern Venezuela. Journal of Geophysical
Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in the same style as
all other references in the paper.

Web references
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Anyfurther
information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given. Web
references can be listed separately (e.g., after the reference list) under adifferent heading if desired, or can be included
in the reference list.

Data references
This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing themin your text and
including a data reference in your Reference List. Data references should include thefollowing elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations inthe text) to other
articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular referencemanagement
software products. These include all products that support Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using
citation plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is
yet available for this journal, please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.
If you use reference management software, please ensure that you remove all field codes before submitting the
electronic manuscript. More information on how to remove field codes from different reference management
software.

Reference formatting
There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style or format as
long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title,
year of publication, volume number/book chapter and the article number or pagination must be present. Use of DOI is
highly encouraged. The reference style used bythe journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof
stage. Note that missing datawill be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Text: All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year ofpublication;
2. Two authors: both authors' names and the year of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by “et al.” and the year of publication. Citations may be made directly
(or parenthetically). Groups of references should be listed firstalphabetically, then chronologically.
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4,

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently
shown "
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if necessary. More
than one reference from the same author(s) in the same year must be identified bythe letters "a", "b", "c", etc., placed
after the year of publication.

Examples:
Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article. Journalof Scientific
Communication 163, 51-59.
Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.Reference to a chapter
in an edited book:
Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,Smith, R.Z. (Eds.),
Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
Reference to Mendeley Data:
Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese oak wilt diseaseand surrounding
forest compositions. Mendeley Data, v1. http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific research. Authors
who have video or animation files that they wish to submit with their article are strongly encouraged to include links
to these within the body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video
or animation content and noting in the bodytext where it should be placed. All submitted files should be properly
labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material
is directlyusable, please provide the file in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of
150 MB per file, 1 GB in total. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of yourarticle in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose
any frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and will
personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note:
since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both the
electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and engage more closely with
your research. Follow the instructions here to find out about available data visualization options and how to include
them with your article.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.Supplementary
files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-resolution images, background
datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will bepublished online alongside the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure
that your submitted material is directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats.
Authors should submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication where appropriate, and
enables you to interlink the data with your published articles. Research datarefers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitatereproducibility and data reuse, this journal also encourages
you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the
project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a statement about the
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availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one ofthese ways, you are
encouraged to cite the data in your manuscript and reference list. Please refer to the "References” section for more
information about data citation. For more information on depositing,sharing and using research data and other relevant
research materials, visit the research data page.

Data linking
If you have made your research data available in a data repository, you can link your article directly tothe dataset.
Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect withrelevant repositories, giving
readers access to underlying data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly link your dataset to
your article by providing the relevant information in the submission system. For moreinformation, visit the database
linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your publishedarticle on
ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your manuscript, using the
following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data
This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including raw and processed data,
video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open
access repository. During the submission process, after uploadingyour manuscript, you will have the opportunity to
upload your relevant datasets directly to MendeleyData. The datasets will be listed and directly accessible to readers next
to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw data intoa data article
published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures that yourdata are actively reviewed,
curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly availableto all upon publication (watch this video
describing the benefits of publishing your data in Data in Brief). You are encouraged to submit your data article for
Data in Brief as an additional item directlyalongside the revised version of your manuscript. If your research article is
accepted, your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed,
publishedopen access and linked to your research article on ScienceDirect. Please note an open access fee is payable
for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Pleaseuse this template to write
your Data in Brief data article.

Methods

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple MethodsX articles, a new
kind of article that describes the details of customized research methods. Many researchers spend a significant amount
of time on developing methods to fit their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their
work. MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it searchable, peer reviewed,
citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly
alongside the revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your methods article will
automatically be transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open access fee
is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX website. Please use this template
to prepare your MethodsX article.

Data statement
To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your submission. This may be a
requirement of your funding body or institution. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, you will
have the opportunity to indicate why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more information, visit the
Data Statement page.

The manuscript must have page-and line numbers included. The size of the manuscript should not exceed 10,000
words or 20 printed pages
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AFTER ACCEPTANCE

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with their proof
corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online
proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to
MS Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions
from the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing
you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions for
proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the onlineversion
and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to
us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days free
access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can be used for
sharing the article via any communication channel, including email and social media. For an extra
charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is
accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier's Author Services. Corresponding authors who have published their article gold open access do
not receive a Share Link as their final published version of the article is available open access on
ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.

Contributors to Elsevier journals are entitled to a 30% discount on most Elsevier books, if ordered
directly from Elsevier.

AUTHOR INQUIRIES

Visit the Elsevier Support Center to find the answers you need. Here you will find everything from
Frequently Asked Questions to ways to get in touch.

You can also check the status of your submitted article or find out when your accepted article willbe
published
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