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RESUMO

O presente estudo analisou como a escolha da abertura da malha da peneira influencia a
descricdo da macrofauna estuarina bentbnica exposta experimentalmente a dois tipos de
impacto (1) apo6s evento simulado de hipoxia, levando a defaunacdo na area; (2) apos
eutrofizacdo do sedimento com nutrientes inorganico. Os dados foram obtidos em uma planicie
de maré no estuario do Canal de Santa Cruz, Itamaracd, Pernambuco. O sedimento foi
defaunado apds a cobertura por meio de uma lona preta por 70 dias e a recolonizacdo pela
macrofauna foi monitorada ao longo de 5 meses. No experimento de eutrofizacdo, duas
dosagens distintas de nutrientes inorganicos (NPK) (alta dosagem e baixa dosagem) foram
usadas, aplicadas semanalmente por 4 meses. Em laboratério, todas as amostras foram lavadas
em peneiras com aberturas de 0,5mm e 0,3mm. Os atributos da macrofauna foram analisados
por meio de técnicas uni e multivariadas. No experimento de defaunacdo a abundéancia total da
macrofauna foi de 9.302 individuos, distribuidos em 27 taxons, sendo Naididae o mais
abundante (77% na malha combinada e 63% na malha de 0,5mm) seguido por Laenereis acuta
(14% e 26%, respectivamente). No experimento de eutrofizacdo um total de 27.140 organismos
foram coletados e distribuidos em 27 taxons. O taxon mais abundante na malha combinada foi
Naididae (50%) e L. acuta (31%), similarmente ao observado na malha de 0.5mm (43% e 35%,
respectivamente). O experimento de defaunacgédo analisado na malha de 0,5mm mostrou baixa
diversidade (H’= 0,55) destacando que o material retido nas peneiras combinadas (H’=0,74) é
importante nesse tipo de experimento, pois traz melhor acuréacia dos taxons. Os resultados
mostraram que diferentes metodologias apresentam diferencas significativas nos atributos da
comunidade (e.g., composicao, diversidade, riqueza e abundancia). Os resultados mostraram o
mesmo padrdo temporal usando diferentes aberturas de malhas, mas com recuperagdo em
diferentes dias. Enquanto a malha de 0,5mm mostrou recuperacdo apenas no dia 153, a
combinada mostrou recuperacdo no dia 93. Independentemente dos tipos de malha, a analise
SIMPER mostrou que as diferencas entre os tratamentos dos experimentos Defaunacédo e
Eutrofizacdo, com suas respectivas areas controles, foram ocasionadas pela reducdo e/ou
auséncia de espeécies, causada principalmente por anelideos. Com a PERMANOVA detectou-
se diferengas entre os tratamentos Defaunado e dias, enquanto no tratamento de Eutrofizacéo
s0 houve diferenca entre os tratamentos alta e baixa dosagem nos dias finais (91 e 118). O
padréo observado, por meio do MDS, mostrou separacdo entre tratamentos de Eutrofizacdo ao
longo do tempo usando malha combinada; tais diferencas nao foram detectadas com o uso de
apenas uma malha. J& no experimento de Defaunacdo os resultados foram similares entre as
malhas. Assim, os resultados confirmaram que os procedimentos metodoldgicos (abertura de
malhas) influenciam na descrigdo da comunidade macrobentdnica em estudos experimentais de
defaunacéo e eutrofizacdo em ambientes estuarinos.

Palavras-chave: Macrofauna, Eutrofizacdo, Defaunacéo.



ABSTRACT

The present work analyzed methodological criteria such as the choice of mesh opening
influences the description of estuarine benthic macrofauna experimentally exposed to two
sources of impact (1) after a simulated hypoxia event, leading to defaunation of the area (2)
after eutrophication of sediment with inorganic nutrients. Data were collected on a muddy tide
plain in the estuary of the Santa Cruz canal, Itamaracd, Pernambuco. The sediment was
defaunated after cover with black canvas for 70 days and recolonization by macrofauna was
monitored over 5 months. In the Eutrophication experiment, two distinct dosages of inorganic
nutrients (NPK) (High Dose and Low Dose) were used, applied weekly over 4 months. In the
defaunation experiment, the total abundance of macrofauna was 9,302 individuals, distributed
in 27 taxons, with Naididae being the most abundant (77% in the combined mesh and 63% in
the 0.5mm mesh) followed by Laenereis acuta (14% and 26%, respectively). In the
eutrophication experiment a total of 27,140 organisms were collected and distributed in 27
taxons.The most abundant taxon in the combined mesh was Naididae (50%) and L. acuta
(31%), similarly to that observed in the 0.5mm mesh (43% and 35%,, respectively). The
defaunation experiment analyzed in the 0.5mm mesh showed low diversity (H'= 0.55)
highlighting that the material retained in the combined sieves (H'= 0.74) is important in this
type of experiment, as it brings better accuracy of the taxons. The results showed that different
methodologies present significant differences in community attributes (e.g., composition,
diversity, richness and abundance). The results showed the same temporal pattern using
different mesh openings, but with recovery on different days. While the 0.5mm mesh showed
recovery only on day 153, the combined sieve showed recovery on day 93rd. Regardless of the
types of mesh, the SIMPER analysis showed that the differences between the treatments of the
Defaunation and Eutrophication experiments, with their respective control areas, were caused
by the reduction and/or absence of species, mainly caused by Annelida. With PERMANOVA,
differences were detected between defaunated treatments and days, while in the treatment of
Eutrophication there was only difference between the high and low dosage treatments on the
final days (91st and 118th). The pattern observed, through the MDS, showed separation
between Eutrophication treatments over time using combined mesh; such differences were not
detected with the use of only one mesh. In the Defaunation experiment, the results were similar
between the meshes. Thus, the results confirmed that the methodological procedures (mesh
opening) influence the description of the macrobenthic community in experimental studies of
defaunation and eutrophication in estuarine environments.

Keywords: Macrofauna, Mesh size, Eutrophication, Defaunation.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os estuarios sao reconhecidos como regides que abrigam alguns dos mais produtivos
ecossistemas, sustentando uma alta biodiversidade inter-relacionada em uma complexa teia
tréfica (ESPINO e VERDUGO, 1998; MCLUSCKY e ELLIOTT, 2004). No entanto, a posi¢cao
estratégica que ocupam enquanto areas de transi¢cdo entre o continente e o mar conduziu a
histdrica concentracdo das atividades antropicas nas areas litoraneas e estuarinas, tornando-as
mais expostas as perturbacbes (UNESCO, 1984; MCLUSCKY e ELLIOTT, 2004; WASSMAN
e OLLI, 2005).

Os impactos antrépicos sobre os sistemas costeiros tém efeito direto na comunidade
bentbnica, as quais desempenham um importante papel no funcionamento do ecossistema,
sendo importante recurso alimentar para os niveis tréficos superiores, como grandes crustaceos,
peixes e aves (STEVENS et al., 2006; PINTO, 2009), além de apresentar um papel fundamental
na ciclagem de nutrientes (DOUGLAS et al., 2017).

A comunidade bentdnica tem sido amplamente utilizada como indicadores biologicos
para avaliar a salde ambiental de areas costeiras devido a diversas vantagens: 1) baixa
mobilidade, sendo representativos da area em que sdo coletados; 2) vivem e se alimentam
dentro, sobre e/ou proximos aos sedimentos, onde substancias orgéanicas e inorganicas (p. ex.
as toxinas) tendem a acumular; 3) possuem variados tipos de respostas ao estresse ambiental;
4) facilidade de coletas quantitativas; 5) tolerancia a um amplo gradiente de poluicéo; 6) ciclo
de vida relativamente longo quando comparados aos outros organismos, permitindo uma
analise de padrdes e alteragdes temporais causadas apds disturbios; 7) grande diversidade
bioldgica, resultando em uma maior variabilidade de respostas frente a diferentes tipos de
impactos ambientais; 8) taxonomia relativamente simples ao nivel de Familia; 9) extensa
literatura sobre os efeitos de polui¢do sobre o macrobentos (WARWICK,1993, HERMAN et
al., 1999; BORJA et al., 2000; NASI et al., 2020).

Dentro das comunidades bentbnicas, o zoobentos pode ser definido segundo critério
dimensional (tamanho). Esta classificacdo é baseada na abertura da malha de peneiras
geoldgicas usadas paras separar 0s organismos do sedimento: a megafauna (que inclui
organismos maiores de 2 c¢cm), o macrobentos (animais que ficam retidos em peneiras de
abertura de malhas de 0,5 mm), o meiobentos (animais que ficam retidos em malhas de
aberturas de 0,062 mm) e o microbentos (que passam por uma abertura de peneira de 0,062mm)
(SOARES-GOMES et al., 2002). Embora alguns autores relatem essa classificagdo para o
zoobentos de modo geral, para os macrobentos (macrofauna) a defini¢do de tamanho passa por

diferentes tamanhos de acordo com diferentes autores. Ha aqueles que consideram como



11

macrofauna os organismos retidos em peneira com abertura de Imm (THOMPSON et al.,
2003), outros, em peneiras com abertura de malha de 0,5mm (COUTINHO e BERNARDINO,
2017; EGRES et al., 2019), e outros que optam por usar peneiras 0,3 mm (CLEMENTE et al.,
2018) ou até menores (FARACO e LANA, 2003), ndo existindo uma padronizacao na escolha
da abertura de malha.

Varios estudos com macrofauna mostram que os descritores bioldgicos como a
diversidade, biomassa e abundancia sdo fortemente influenciados pelo critério metodologico
adotado, como a abertura da malha de peneiras geoldgicas (SCHLACHER e WOOLDRIDGE,
1996; TANAKA e LEITE 1998; GAGE et al., 2002; RODRIGUES et al., 2007; VALENCA e
SANTOS, 2013). Portanto, a escolha da abertura da malha da peneira € um elemento importante
no processamento da amostra, pois influencia no nimero e tipo de organismos bentdnicos
retidos.

A escolha da abertura da malha da peneira deve ser considerada de acordo com alguns
critérios, entre eles, o objetivo da pesquisa e o habitat avaliado (SCHLACHER e
WOOLDRIDGE, 1996; COUTO et al., 2010; MONTAGNA et al., 2017). Ha estudos que
utilizam peneira de 1,0mm com a finalidade de avaliagéo de poluicdo ambiental (THOMPSON
etal., 2003), enquanto outros usam a de 0,5 mm para trabalhos descritivos temporais e espaciais
(SERRANO et al., 2006; SOUZA et al., 2016; COUTINHO e BERNARDINO, 2017), para
avaliacdo de comunidades relacionados a fatores fisicos (FLEMER et al., 1998), estudos
experimentais de recolonizagdo (GUERRA-GARCIA e GARCIA-GOMEZ, 2006 ; GERN e
LANA, 2013) e recuperagdo apos disturbios fisicos (DERNIE et al., 2003), derramamento
experimental de 6leo (EGRES et al., 2019), estudos de enriquecimento organico e exclusao de
predadores (POSEY et al., 2006; STEVENS et al., 2006 ). Peneira de 0,3 mm séo utilizadas em
trabalhos de variacdo sazonal (COLLING et al., 2007) e estudos experimentais de exclusdo de
predador (FERREIRA et al., 2005), enriquecimento inorganico (BOTTER-CARVALHO et al.,
2014), recolonizagcdo (FARACO e LANA, 2003; BOTTER-CARVALHO et al.,, 2011) e
poluicdo por plasticos (CLEMENTE et al., 2018).

E possivel notar uma tendéncia no uso de aberturas de malhas de peneiras 0,5 mm em
diferentes habitats bentdnicos, como em praias (GUERRA-GARCIA e GARCIA-GOMEZ;
2006 CABRINI et al., 2016; COUTINHO e BERNARDINO, 2017) e sedimentos estuarinos
(FLEMER et al., 1998; POSEY et al., 2006; STEVENS et al., 2006; GERN e LANA, 2013;
SOUZA et al., 2016). Por outro lado, peneiras de abertura de malhas menores que 0,5mm sé&o
usadas em ambientes com caracteristicas de grande variabilidade ambiental como estuarios
(COLLING et al., 2007; BOTTER-CARVALHO et al., 2014; BOTTER-CARVALHO et al.,
2011; CLEMENTE et al., 2018) e manguezais (FARACO e LANA, 2003).
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Diversos trabalhos foram realizados testando o efeito de diferentes aberturas de malha
sobre a macrofauna benténica. Em geral, as malhas de peneiras menores que 0,5 mm aumentam
0 tempo de processamento das amostras (lavar, classificar e identificar), em comparacéo a
amostras peneiradas com malhas maiores (ex. 1,0 mm) (JAMES et al., 1995; SCHLACHER e
WOOLDRIDGE, 1996; COUTO et al., 2010). Embora peneiras com aberturas de malhas
maiores tenham o potencial de reduzir tempo de processamento das amostras, elas podem
fornecer resultados subestimados em relacdo ao nimero de organismos na amostra, visto que
podem reter somente uma fracdo do material coletado (TANAKA e LEITE 1998; RODRIGUES
etal., 2007; COUTO et al., 2010; MONTAGNA et al., 2017).

Apesar de peneiras com abertura de malha 0,5mm sejam frequentemente usadas em
ambientes estuarinos, 0 modelo de Pearson e Rosenberg (1978) prevé que especies com
caracteristicas oportunisticas, como tamanho reduzido, que predominam em locais impactados
e/ou naturalmente estressados, apresentariam uma maior abundéncia. Consequentemente,
peneiras de malhas menores (e.g., 0,3 mm) conseguiriam melhor representar as comunidades
bentdnicas desses ambientes.

Assim, surge a necessidade de saber se o uso de diferentes aberturas de malha influencia
nas respostas obtidas no processamento de organismos da macrofauna benténica submetidos a
diferentes fontes de disturbios. Dessa forma o presente estudo visa contribuir na padronizacao
de protocolos metodolégicos, analisando como a escolha da abertura de malha influencia na
descricdo dos atributos da macrofauna bentonica estuarina exposta a duas fontes de impacto:
(1) ap6s um evento simulado de hipdxia, levando a defaunacéo da area e (2) apés eutrofizacdo

do sedimento com nutrientes inorganicos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estuarios e impactos antropogénicos

Os estuarios, como sistemas de transicao entre ecossistemas terrestres, de agua doce e
marinhos, possuem uma dindmica ambiental com mudancas graduais na salinidade, além de
variages na composicdo e granulometria do sedimento e na quantidade de matéria organica
disponivel, influenciando no dinamismo das comunidades bent6nicas (SILVA, 2000;
MEDEIROS et al., 2016; MENEGOTTO et al., 2019). Juntamente com esses estressores
naturais, 0s estuarios também sdo submetidos a alto grau de impacto antropico, exercendo
influéncia na composicao e distribuicao das espécies (MEDEIROS et al., 2016).

As principais causas dos impactos antropogénicos nas regides costeiras incluem
derramamentos de 6leo (SONG et al., 2011; LEE et al., 2019; SOARES et al., 2020), poluigéo
por residuos sélidos (DE ARAUJO e DA COSTA 2007; CLEMENTE et al., 2018; LIMA et
al., 2020) e metais pesados (CABRINI et al., 2016; CABRINI et al., 2018), despejos de
efluentes urbanos (ELIAS et al., 2003; ELIAS et al., 2005 SANCHEZ et al., 2013), industriais
e agricolas (GDARA et al., 2018; EL ZRELLI et al., 2019), distarbios fisicos (DERNIE et al.,
2003; TEACA et al., 2019) e aporte de nutrientes inorganicos (LI et al,. 2017; LEMLEY et al.
2019).

As fontes antropogénicas de nutrientes vém de efluentes de esgoto e escoamento de terras
agricolas, sendo os principais contribuintes para a eutrofizacdo. Por definicdo, a eutrofizacédo é
caracterizada como o aumento excessivo de nutrientes (e.g., nitrogénio e fosforo) no ambiente,
sendo a maior causa global da degradacdo ambiental (HEIP, 1995; ANDERSEN et al., 2006).
O efeito mais extremo da eutrofizacdo é a drastica deplecdo de oxigénio das aguas, induzindo
a hipdxia ou até mesmo anoxia, o que resulta na eliminagdo completa de organismos (HEIP,
1995; BOTTER-CARVALHO et al., 2011).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos usando respostas biologicas para avaliar e
monitorar os principais efeitos da eutrofizacdo em ecossistemas costeiros (WARWICK,1993;
LINTON e WARNER, 2003). As associacdes bentbnicas tém sido apontadas como o
componente bidtico mais utilizado para estabelecer mudangas ambientes causadas por esse
distarbio (WARWICK,1993). Diante disto, as comunidades infaunais bentbnicas estuarinas
tém sido foco de pesquisas, documentando mudancas no tamanho e estrutura diante da variacéo
no suprimento de matéria organica e estresse devido a deficiéncia de oxigénio (hipdxia e
anoxia) (PEARSON E ROSENBERG, 1978; BOTTER-CARVALHO et al., 2011).

A adicdo de nutrientes é uma forma eficiente de estudar os efeitos da eutrofizacédo e varios

experimentos de campo e em laboratério foram desenvolvidos para testar o efeito do
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enriguecimento sobre o bentos (LEE, 1999; SMITH et al., 2001; KRAUFVELIN et al., 2002;
BOKN et al., 2003; MORRIS e KEOUGH, 2003; FITCH e CROWE, 2012; BOTTER-
CARVALHO et al., 2014; DOUGLAS et al., 2016).

Uma outra abordagem para testar explicitamente os efeitos mais adversos da eutrofizagao
(hipoxia/anoxia) que culmina em defaunacdo, é a elucidacdo dos processos de recolonizagdo
das comunidades bentdnicas e recuperacdo da fauna e do ambiente pos-disturbio. Em estudos
experimentais de defaunacdo, a capacidade de recuperacdo da fauna € avaliada atraves das
mudancas sucessionais que ocorrem na estrutura da comunidade durante determinado periodo
apo6s o distarbio (BOLAM et al., 2004; NEGRELLO FILHO et al., 2006; BOTTER-
CARVALHO et al. 2011).

2.2 Efeito dos processos metodoldgicos: A abertura de malha de peneiras geolégicas

Reish (1959) enfatizou a importancia da abertura de malha na lavagem de amostras em
estudos quantitativos de sedimentos marinhos. Desde entdo varios autores demonstraram a
influéncia desta variavel em parametros bentdnicos em sistemas estuarinos (SCHLACHER e
WOOLDRIDGE, 1996; RODRIGUES et al., 2007; COUTO et al., 2010; VALENCA e
SANTOS, 2013), comunidades epifaunais associadas a macrofitas (TANAKA e LEITE, 1998),
aquicultura no ambiente marinho (LAMPADARIOU et al., 2005; LAMPADARIOU et al.,
2008), aguas costeiras marinhas (BACHELET, 1990; JAMES et al., 1995) e mar profundo
(GAGE et al., 2002; PAVITHRAN et al.,2009; KARAKASSIS et al., 2013; HARTWELL e
FUKUYAMA, 2015).

Ha uma predominancia no uso de aberturas de malha de 1,0mm e 0,5mm nos estudos
com a macrofauna benténica (FLEMER et al., 1998; DERNIE et al., 2003; THOMPSON et al.,
2003; GUERRA-GARCIA e GARCIA-GOMEZ, 2006; POSEY et al., 2006; SERRANO et al.,
2006; STEVENS et al., 2006; GERN e LANA, 2013; SOUZA et al., 2016; VALENCA et al,
2016; COUTINHO e BERNARDINO, 2017; EGRES et al., 2019; YIM et al., 2020). Entretanto
ndo ha uma padronizacdo clara e os critérios para a escolha da malha s&o atribuidos a (1)
tempo/custo de processamento do material coletado (lavar, classificar e identificar amostras);
(2) objetivo do estudo; (3) grupos taxonémicos estudados; (4) o historico do uso da abertura da
malha no local de estudo, permitindo uma comparacao de dados entre areas.

Estudos comparativos entre malhas de tamanhos 0,5mm e 0,3mm foram realizados
principalmente em ambientes de aguas profundas (PAVITHRAN et al.,2009; MONTAGNA et
al.,2017). A literatura mostra o uso de aberturas de malhas variando de 0,25 e 0,5mm em estudos

de mar profundo, sendo justificado por alguns autores que 0 uso de peneiras menores seria mais
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viavel devido ao fato da maioria dos organismo do fundo do mar normalmente diminuir em
tamanho com a profundidade da 4gua, como uma adaptacdo a limitacdo alimentar (GAGE et
al. 2002; PAVITHRAN et al., 2009). Embora que, em estudrios, a peneira de 0,5mm seja mais
usada, alguns estudos utilizaram peneiras de aberturas de malha 0,3mm ou até mesmo menores
em estudos com areas impactadas por uma ou varias fontes de distarbio (COLLING etal., 2007;
BOTTER-CARVALHO et al., 2014; BOTTER-CARVALHO et al., 2011; CLEMENTE et al.,
2018). De tal modo, o uso dessa abertura de malha pode ter sido baseado no modelo de sucessao
bentbnica ao longo de gradientes de enriquecimento orgéanico, o qual prevé o predominio de
espécies oportunistas, as quais, entre outras caracteristicas, possuem tamanho corporal reduzido
(PEARSON e ROSENBERG, 1978).

Em ambientes estuarinos, estudos comparativos entre malhas de tamanhos menores que
0,3mm e maiores que 0,5mm j& foram realizados (SCHLACHER e WOOLDRIDGE, 1996;
RODRIGUES et al., 2007; COUTO et al., 2010; VALENGCA e SANTOS, 2013). Entre estes
destaca-se o estudo realizado por Valenca e Santos (2013) em 12 areas estuarinas tropicais. Os
autores sugeriram o uso de peneiras com abertura de malha de 0,5mm (em comparacao a 1mm)
em ambientes com maior gradiente de poluigéo, visto que o uso de peneiras com aberturas de
malha maiores pode subestimar os valores de densidade da macrofauna destes ambientes.

Esta revisdo de literatura mostra que embora estudos relacionados a abertura de malha
de peneira ja tenham sido realizados em ambientes estuarinos, ndo ha estudos que relatem de
que forma a abertura de malha de peneira (0,5mm ou 0,3mm) interferem na descri¢cdo dos
atributos da macrofauna benténica expostas a diferentes distdrbios em um mesmo ambiente.

Com isso, hipotetizamos que i) diferentes aberturas de malhas (0,5 mm x 0,3mm)
fornecem resultados distintos na descri¢do da abundancia, composicdo taxonémica e estrutura
da macrofauna bentdnica em resposta a adi¢do continua de nutrientes inorganicos (eutrofizacao)
e a defaunacd e ii) aberturas de malhas menores apresentam uma maior acuracia na descricao

dos processos de recolonizagéo e recuperacdo da macrofauna apos disturbio por hipoxia/anoxia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar se a escolha de diferentes aberturas de malha de peneiras influencia na
descricdo da macrofauna bentbnica estuarina exposta a diferentes tipos de impacto

(defaunacdo por hipoxia e eutrofizacao)

3.2 Objetivos especificos

1. Auvaliar, dentre os atributos da macrofauna (composicdo, diversidade, riqueza e
abundancia), quais sdo influenciados pelo uso de diferentes aberturas de malha no

experimento de defaunacao por hipoxia.

2. Avaliar, dentre os atributos da macrofauna (composicao, diversidade, riqueza e
abundancia), quais sao influenciados pelo uso de diferentes aberturas de malha no

experimento de eutrofizagéo.

3. lIdentificar eventuais diferencas e/ou padrdes temporais no processo de
recolonizacdo da macrofauna bent6nica no experimento de defaunacdo dependendo

da abertura de malha escolhida.

4. Identificar eventuais diferencas e/ou padrdes temporais na macrofauna benténica
em tratamentos de alta e baixa dose de nutrientes inorganicos (experimento de

eutrofizacdo) dependendo da abertura de malha escolhida.
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(Normas do peridédico no anexo I1)

Capitulo 1: De que forma a escolha da abertura de malha de peneiras interfere na descricéo

dos atributos da macrofauna bentdnica estuarina exposta a diferentes fontes de impacto?

RESUMO

Os efeitos da eutrofizacdo e hipoxia tém impacto direto na biodiversidade, abundancia e
biomassa das comunidades bentdnicas. Trabalhos que buscam analisar tais impactos utilizam
peneiras para triagem dos organismos, muitas vezes de tamanhos diferentes, o que pode gerar
vieses nos resultados. Dessa forma o presente trabalho analisou como a escolha da abertura da
malha da peneira influencia na avaliagdo da macrofauna estuarina em duas situacGes
experimentais: na recolonizagdo ap6s um evento simulado de hipdxia e ap6s eutrofizacdo do
sedimento com nutrientes inorganicos em diferentes dosagens: baixa e alta. Os experimentos
foram conduzidos em areas de uma planicie de maré, no Cana de Santa Cruz, Pernambuco. Os
resultados demonstraram que a abertura de malha influenciou na descricdo dos atributos da
comunidade, e.g. Riqueza, Equitabilidade, Diversidade e, principalmente, na Abundancia, nos
diferentes distarbios (Defaunacéo e Eutrofizacdo). Diferencas obtidas com diferentes tamanhos
de malha foram evidentes em ambos 0s experimentos, sobretudo na dos graus de dosagem da
eutrofizacdo, onde o uso das malhas combinadas ndo detectou diferenca entre o tratamento
Baixa Dosagem com o Controle, enquanto para o experimento de Defaunagéo a diferenca foi
menor. Mesmo com o diferente uso de malhas, houve deteccdo de mudanca temporal, embora
com pequenas diferencas dos dias. Considera-se que a escolha da abertura da peneira seja de
forma planejada de acordo com objetivos e hipoOteses e que pesquisadores levem em
consideracao as aberturas utilizadas nos demais estudos para fins de comparacéo.

Palavras chaves: Abertura de malha, Eutrofizagdo, Defaunagéo, Experimentos.
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1. INTRODUCAO

O aporte excessivo de nutrientes nos estuarios e dguas costeiras leva a eutrofizacéo e
hipdxia, comprometendo significativamente a satde do ecossistema (LE MOAL et al., 2019).
Embora a eutrofizacéo e a hipoxia e/ou anoxia ocorram naturalmente em muitos ecossistemas,
a entrada de nutrientes de forma antropica tem aumentado em termos de frequéncia e extensédo
(ANDERSEN et al., 2006).

Os efeitos da eutrofizacdo e hipoxia tém impacto direto na biodiversidade, abundéncia
e biomassa das comunidades bentdnicas, podendo levar a perda dos servigcos ecossistémicos
oferecidos por estas comunidades (DIAZ e ROSENBERG 2011; HALE et al., 2016). As
funcdes do ecossistema impulsionadas pela biodiversidade bentdnica tém importancia global,
que inclui o ciclo biogeoquimico, metabolismo e soterramento de poluentes (bioturbacéao)
(KRISTENSEN et al., 2014; EHRNSTEN et al., 2020), além da producéo secundaria (SALIMI,
etal., 2021). Além disso, os componentes desta comunidade séo fontes de alimentos para niveis
tréficos mais elevados (PINTO, 2009), e, devido sua ampla distribuicdo, alta biodiversidade,
mobilidade limitada e requisitos ecoldgicos especificos (WARWICK,1993), assembleias da
macrofauna tém sido amplamente utilizadas para deteccdo e monitoramento dos efeitos dos
distdrbios antropogénicos (THOMPSON et al., 2003; CABRINI et al., 2018).

A andlise dos descritores bentonicos (e.g., diversidade, biomassa e abundancia) pode
ser influenciada pelo tamanho da abertura das malhas de peneiras geoldgicas usadas no
processamento das amostras biologicas, podendo levar a diferentes interpretacdes sobre a
comunidade bentdnica, visto que influencia no tipo e nimero de organismos retidos (GAGE et
al., 2002; RODRIGUES et al., 2007; VALENCA e SANTOS 2013; MONTAGNA et al., 2017).
Embora seja extremamente fundamental no processamento da amostra, ndo ha uma
padronizacdo na escolha da abertura da malha, sendo selecionada de forma mais logistica e
cultural da equipe de pesquisa.

De modo geral, o tamanho da abertura da malha usada depende do habitat e dos
objetivos do estudo. Em ambientes de aguas rasas, como estuarios, frequentemente séo usadas
peneiras com aberturas de malhas 0,5 mm para o processamento da amostra (VALENCA e
SANTOS, 2013; AMORIM et al.,2020). Entretanto h& pesquisas realizadas em ambientes
estuarinos com aberturas de malhas menores, i.e., 0,3 mm. Trabalhos que objetivaram comparar
a eficiéncia da abertura da malha da peneira de tamanho 0,5 mm e 0,3 mm foram realizados
principalmente em mar profundo, visto que, o tamanho da macrofauna bentdnica normalmente
diminui com a profundidade da agua (PAVITHRAN et al., 2009; MONTAGNA et al., 2017).

Tais autores destacam que o uso da peneira 0,5 mm subestima a abundancia da macrofauna, e
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a estrutura da comunidade bentbnica é alterada quando espécies menores que sdo retidas apenas
na malha fina de 0,3 mm sdo descartadas, sendo peneiras de abertura de malha de menor
tamanho mais adequadas para avaliacdo da macrofauna de aguas profundas.

Em ambientes impactados o modelo de Pearson e Rosenberg (1978) prevé a
predominancia de espécies com caracteristicas oportunisticas, como tamanho reduzido. Dessa
forma, é necessario rever se as aberturas de malhas das peneiras de 0,5 mm (ou maiores)
interferem na descricdo dos atributos da macrofauna bentonica estuarina sob influéncia de
disturbios. A literatura tem mostrado o uso recorrente de peneiras 0,3 mm em estudos de
ambientes impactados e com caracteristicas de grande variabilidade ambiental, como os
estuarios (COLLING et al., 2007; CLEMENTE et al., 2018). No entanto, ndo ha um consenso
sobre qual tamanho de abertura de malha seria 0 mais apropriado para descrigcdo e analise da
macrofauna bentbnica estuarina exposta a uma ou mais fontes de impacto, dentro de uma
relacdo de custo-beneficio (tempo de processamento de amostras e acurécia da informacao).

Diante do exposto, temos as seguintes hipoteses: i) Diferentes aberturas de malhas (0,5
mm x 0,3mm) fornecem resultados distintos na descricdo da abundancia, composicao
taxondmica e estrutura da macrofauna bent6nica em resposta a adicdo continua de nutrientes
inorganicos (eutrofizacdo) e a defaunacdo. ii) Aberturas de malhas menores apresentam uma
maior acuracia na descri¢ao dos processos de recolonizacao e recuperacdo da macrofauna apos

distdrbio por hipdxia/anoxia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de Estudo

A érea de estudo (7°46.184°S e 34°52.926°W) esta geograficamente situada na Ilha de
Itamaraca, no litoral Norte de Pernambuco e pertence a Area de Protecdo Ambiental (APA) de
Santa Cruz. A ilha é separada do continente por um brago de mar (Canal de Santa Cruz), no
qual desembocam Vvarios rios insulares e continentais pertencentes as bacias dos rios Botafogo-
Arataca e Itapessoca, ao norte e a bacia do rio Igarassu, ao sul (Figura 1). O complexo estuarino
do Canal de Santa Cruz, em Itamaraca, pode ser considerado um dos ecossistemas mais
importantes do estado de Pernambuco por sua alta diversidade faunistica e elevada
produtividade. E constituido por diferentes ambientes, representado pelo Canal de Santa Cruz
propriamente dito, areas ribeirinhas e plataforma continental adjacente. Cada um dos
subsistemas ecoldgicos apresenta condicOes fisico-quimicas peculiares, associa¢fes bidticas
particulares, entre as quais se incluem grupos micro- e macrofaunisticos especificos (CPRH,
2014).

A Area de Protecio Ambiental (APA) de Santa Cruz foi criada através do Decreto
Estadual n° 32.488 de 17 de outubro de 2008, com objetivos basicos de proteger a diversidade
bioldgica, organizar o processo de ocupacdo humana e garantir a sustentabilidade do uso dos
recursos naturais. Ainda assim, o Canal de Santa Cruz vem enfrentando problemas ambientais
decorrentes de descargas de dejetos. Atualmente, a carcinicultura, as industrias, monocultura
de cana de agUcar, a poluicdo por esgotos domésticos, a pesca predatdria realizada com bombas,
veneno e redes de malha fina e a ocupacgdo antrépica desordenada vem sendo os principais

motivos que geram degradacéo a este sistema estuarino (COUTINHO et al., 2018).
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Figura 1. Localizacdo da ilha de Itamaraca com destaque para as areas de estudo. Quadrados
com listras indicam as parcelas do experimento de defaunacdo; os pontilhados, as de
eutrofizacéo.

2.2 Metodologia em campo

Este estudo teve como base os dados bioldgicos descritos nos experimentos de
defaunacéo por hipoxia de Botter-Carvalho et al. (2011) e de eutrofizacdo de Botter-Carvalho
et al. (2014). Ambos os experimentos ocorreram na mesma planicie lamosa estuarina, porém a
uma distancia de aproximadamente 16m entre as areas reservadas para cada experimento e as
coletas foram realizadas durante a baixa-mar (BOTTER-CARVALHO, 2007).

2.2.1 Experimento 1: Defaunacédo por hipoxia

A defaunacdo do sedimento foi obtida através do método de cobertura (adaptado de
GAMENICK et al., 1996). O sedimento foi mantido coberto com lonas plasticas de cor preta
(2,4m x 2,4m) durante 70 dias, de forma a obter uma area de cobertura final de 4m2 (2mx2m).

Foram delimitadas oito areas quadrangulares de 4mz2, equidistantes em 3m, cerca de
320m do nivel da maré baixa, sendo quatro destas defaunadas (Areas Defaunadas) e as demais
mantidas ao natural (Areas Controle) (Figura 2). O experimento foi iniciado imediatamente

apos a remocao da cobertura, em 05 de abril de 2005 (Dia 0). As amostras foram coletadas em
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oito dias distintos (dias 0, 1, 3, 5, 18, 35, 93 e 153 apds o inicio do experimento). A Gltima
amostragem ocorreu em 05 de setembro de 2005, totalizando cinco meses de experimento.

A macrofauna foi coletada com um amostrador cilindrico de ago-inoxidavel, com area
de 40,71cm? (7,2x22cm). As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e fixadas com
formol salino a 10%.

O sedimento foi submetido ao peneiramento imido, com peneiras geoldgicas acopladas
com aberturas de malha de 0,5mm e 0,3 mm. O material retido nas peneiras foi preservado em
formol a 4%, sendo adicionado o corante Rosa Bengala. A triagem e contagem dos organismos
foram realizadas sob estereomicroscopio e, posteriormente, os individuos foram identificados
até o menor nivel taxondmico possivel. Os taxons Nematoda e Ostracoda ndo foram

contabilizados. Para informacdes mais detalhadas ver Botter- Carvalho et al. (2011).
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Figura 2. Desenho experimental de recolonizagao realizado em uma planicie de maré no Canal
de Santa Cruz (Itamaraca — PE) (extraido de Botter-Carvalho et al., 2011).
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2.2.2 Experimento 2: Eutrofizacdo

O experimento foi realizado em nove areas de 4m?2 (unidades experimentais),
equidistantes em 3m, cerca de 300m do nivel da maré baixa. Os tratamentos Baixa Dose e Alta
Dose receberem aplicacdo semanal de fertilizante completo (NPK) como NHs: P2Os: KO
(20:10:20) por 16 semanas, com trés repeticdes cada (Figura 3). O fertilizante foi adicionado
direto na superficie do sedimento, em duas dosagens: Baixa Dose (750g/4m2) e Alta Dose
(1500g/4m2). Alem de tais tratamentos, houve o Controle. As coletas foram realizadas em
intervalos de 4 semanas (dias 0, 26, 43, 71, 91 e 118 apds o inicio do experimento) em cada
area experimental. O experimento comecou em 5 de outubro de 2005 e terminou em 8 de
fevereiro de 2006. Para mais detalhes ver Botter-Carvalho et al. (2014).

A metodologia de coleta em campo e laboratério foram as mesmas descritas no

experimento 1.
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Figura 3. Desenho experimental utilizado no presente estudo. Na tabela (denominados
pseudoreplicados), a localizacdo das unidades de amostragem de classificacdo (grade
numerada) é indicada, em cada dia de amostragem nos nove quadrados (réplicas dos
tratamentos de Controle, Baixa Dose e Alta Dose) (Botter- Carvalho et al., 2014).
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Em ambos os experimentos foram comparados os organismos retidos na peneira com
abertura de malha de 0,5mm e aqueles retidos em peneiras de 0,3mm, que representa o

somatdrio dos organismos retidos nas duas malhas (combinacdo de 0,5mm + 0,3mm).

2.3 Andlises estatisticas

Para comparar a escolha da abertura de malha da peneira (malha 0,5mm x malhas
combinadas 0,5+0,3mm) em cada situacéo experimental (Defaunacdo e Eutrofizacdo) foram
verificados se houve diferencas significativas nos principais descritores de diversidade. Os
indices de abundancia (N), riqueza de taxons (S), equitabilidade de Pielou (J°) e Diversidade
de Shannon-Wiener (H’) foram calculados em cada experimento para cada malha usando a
Rotina DIVERSE.

Para o experimento de Defaunacdo foi realizada uma Analise de Variancia
Permutacional Multivariada (PERMANOVA) para cada descritor (N, S, J’ e H’), considerando
trés fatores: Tratamento, com dois niveis (Controle e Defaunado); Dia, com oito niveis (0, 1, 3,
5, 18, 35, 93 e 153); Malha da peneira, com dois niveis (0,5 e combinado). Em caso de
significAncia observada na PERMANOVA para um determinado fator, comparagdes pareadas
foram realizadas a posteriori. Para testar a heterogeneidade das dispersdes foi aplicado a
analise PERMDISP. A estrutura da comunidade analisada para cada malha durante o
experimento de Defaunagdo foi graficamente representada pela Andlise de Escalonamento
Multidimensional ndo métrico (nMDS), a partir da matriz de similaridade de Bray-Curtis. Os
dados de abundancia foram transformados previamente usando log(x+1) e aplicada a variavel
dummy. A distribuicdo temporal dos pontos observados no MDS foi testada através da
PERMANOVA 3-fatores.

Para 0 experimento de Eutrofizacdo, as andlises estatisticas usadas foram semelhantes
as descritas acima. Os fatores analisados para a eutrofizacdo foram: Tratamento, com trés niveis
(Controle, Baixa Dose e Alta Dose); Dia, com seis niveis (0, 26, 43, 71, 91 e 118); Malha da
peneira, com dois niveis (0,5 e combinado).

Em ambos os experimentos, foi aplicada a analise SIMPER (Percentual das
Similaridades) (Clarke, 1993) para determinar quais espécies foram mais importantes em
termos de contribuicdo (%) para a dissimilaridade média (Smedia) de Bray-Curtis entre os
tratamentos ao longo dos dias para cada abertura de malha.

As anélises PERMANOVA, PERMDISP, MDS e SIMPER foram calculadas usando o
programa PRIMER + PERMANOVA 6.0 (Clarke e Gorley, 2006). Para todas as analises

estatisticas, o nivel de significancia adotado foi a.= 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 A abertura de malha de peneiras

3.1.2 Indices de diversidade

No experimento de Defaunacdo foi identificado um total de 9.302 individuos
compreendendo 27 tdxons. A malha combinada apresentou uma maior riqueza (24 tdxons) em
relacdo a malha de 0,5 mm (14 taxons). Apenas dois taxons foram exclusivos da malha de 0,5
mm, Acarina e o poliqueta Typosyllis sp, enquanto 11 taxons foram exclusivos da malha
combinada: os moluscos Anomalocardia sp, Gastropoda, Lucina sp e Tellina sp; o crustaceo
Cyrtoplax sp; os poliquetas Eunicidae, Heteromastus sp e Polydora sp; Insecta spl, Insecta sp2
e Nemertea. A malha de 0,5mm reteve apenas 37,68% (n = 3.505) do total de individuos em
comparacdo as malhas combinadas, enquanto as malhas combinadas obtiveram um valor total
de 5.797 individuos. Os taxons mais abundantes foram anelideos, com os oligoquetas Naididae
(63% na peneira de 0,5mm e 77% na malha combinada) seguido pelo poliqueta Laeonereis
acuta (Treadwell, 1923) (26% e 14% respectivamente), sendo os demais grupos representados
por menos de 4%.

A riqueza (S) e a abundancia (N) mostraram diferencas significativas para os fatores
Tratamentos, Dias e Malhas e para a interagdo entre os fatores Tratamentos x Dias (Tabela 1).
Para a riqueza, os tratamentos Controle e Defaunado se diferenciaram estatisticamente apenas
nos dias 0 e 1 (p < 0,05) quando usada a malha de 0,5 mm, e nos dias 0, 1 e 3 (p < 0,05) para a
malha combinada (Figura 4 A). J& a abundancia tanto na malha de 0,5 mm quanto nas malhas
combinadas, os tratamentos se diferenciaram estatisticamente nos dias 0, 1, 3 e 5; no dia 18
Controle e Defaunado se distinguiram apenas na malha de 0,5 mm (Figura 4 B). A
equitabilidade (/) mostrou diferencas significativas apenas para o fator Dia e para a interacdo
entre os fatores Tratamentos x Dias (Tabela 1). Os tratamentos Controle e Defaunado se
diferenciaram estatisticamente para o indice J’ nos dias 0 (p < 0,01) e 18 (p < 0,05), para a
malha de 0,5 mm e nos dias 3 (p < 0,001), 5 e 18 (p < 0,05) para malhas combinadas (Figura 4
C). Para a diversidade (H’) foram encontradas diferencas significativas para os fatores
Tratamento, Dia e para as interagcdes entre os fatores Tratamentos x Dias e Tratamentos x
Malhas (Tabela 1). O indice H’ mostrou diferencas significativas apenas no dia 0 (p < 0,001)

guando usada a malha de 0,5 mm (Figura 4 D).
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Tabela 1. Analise PERMANOVA a 3 fatores utilizando a abundancia da macrofauna. Fatores
fixos: Di (Dias 0, 1, 3, 5, 18, 35, 93 e153), Tr (Tratamentos: Controle e Defaunado) e Ma
(malhas: 0,5 e 0,5+0,3). A andlise foi baseada na matriz de similaridade de Bray Curtis,
transformada em log(x+1). Os valores destacados em negrito indicam diferencas significativas.

Riqueza Abundancia Equitabilidade Diversidade
Geral geral Geral geral
Pseudo- P Pseudo- P Pseudo- P Pseudo- P

Source DF F (perm) DF F (perm) DF F (perm) DF F (perm)
Di 7 83.423 0.0001 1 27755 0.0001 7 24339 0.0085 7 35.709 0.0004
Tr 1 73.681 0.0001 1 255.88 0.0001 1 0.3466 0.6685 1 51091 0.0143
Ma 1 51559 0.0168 7 48.739 0.0082 1 0.46448 0.6032 1 0.77567 0.4268
DixTr 7 11.207 0.0001 7 26.863 0.0001 7 31892 0.0006 7 30.831 0.0009
DixMa 7 0.47858 0.9052 1 0.38506 0.9832 7 0.16929 0.9989 7 0.65275 0.7946
TrxMa 1 0.97874 0.3388 7 17969 0.1715 1 22158 0.1154 1 50364 0.0135
DixTrxMa 7 037764 0.9558 96 0.38019 0.9858 7 0.29098 0.9896 7 0.82379 0.6113

Res 96 127 96 96
Total 127 127 127
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Figura 4. Experimento de Defaunacdo. Comparacdo de atributos univariados entre o0s
tratamentos Controle e Defaunados durante o periodo de estudo (média * desvio-padréo). A-
Riqueza (S). B- Abundancia (N), C- Equitabilidade de Pielou (/) e D- Diversidade de Shannon
(H’). Asterisco (*) indica diferencas significativas entre tratamento/dia (n=3; PERMANOVA,
testes pareados, *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001).
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Ja no experimento de Eutrofizacdo a macrofauna foi constituida por uma média total de
27.141 organismos distribuidos em 27 taxons, sendo que a abundancia na malha de 0,5 mm foi
de 10.149 contra total de 16.992 individuos na malha combinada. Os taxons oligoqueta
Naididae (50% na malha combinada e 43% na peneira de 0,5mm) e o poliqueta Laeonereis
acuta (31% e 35%, respectivamente) foram os mais abundantes. Apenas o poliqueta Typosyllis
sp. e ovos de oligoquetas foram exclusivos da malha combinada.

A riqueza (S) mostrou diferencas significativas para os fatores Tratamentos, Dias e
Malhas e na interagéo entre os fatores Tratamentos x Dias e Tratamentos x Malhas (Tabela 2).
Na malha 0,5 mm os valores de riqueza do tratamento AD apresentaram diferencas em relagéo
ao tratamento Controle nos dias 26 (p < 0,01), 71 (p < 0,05), 91 (p <0,01) e 118 (p < 0,01); os
valores de riqueza do tratamento BD foram reduzidos significativamente em relacdo ao
Controle a partir do dia 71 (p < 0,05). Ao combinar as malhas, os tratamentos AD x Controle
apresentaram padréo similar de riqueza observado para malha 0,5 mm; enquanto os valores de
riqgueza do tratamento BD nédo se diferenciaram do Controle em nenhum momento do
experimento (Figura 5 A).

A abundancia (N) mostrou diferencas significativas para todos os fatores e interagdes
(Tabela 2). A malha de 0,5 mm apresentou diferencas significativas nos valores de abundancia
entre os tratamentos AD e Controle a partir do dia 71 (p < 0,05) e entre os tratamentos BD e
Controle apenas no dia 91 (p < 0,05). Ao usar as malhas combinadas, os tratamentos AD e
Controle se diferenciaram quanto a abundancia a partir do dia 26 (p < 0,01) do experimento; 0s
tratamentos BD x Controle mostraram padréo similar ao observado para malha 0,5 mm (Figura
5B).

A equitabilidade (/) mostrou diferengas significativas para o fator Tratamento e todas
as interacOes entre os fatores (Tabela 2). Ndo foram encontradas diferencas significativas entre
os tratamentos Alta Dose (AD) e Controle seja para a malha 0,5 mm ou malha combinada
durante todo experimento. Esse foi observado para tratamento Baixa Dose (BD) e Controle
(Figura 5 C). A diversidade (H’) mostrou diferencas significativas para quase todos os fatores
e interacOes, exceto entre Tratamento e Malha (Tabela 2). Os valores de diversidade para a
malha 0,5 mm foram estatisticamente distintos entre os tratamentos AD e Controle a partir do
dia 91 (p < 0,01), mesmo dia observado para os tratamentos BD e Controle (p < 0,05). Ao usar
malhas combinadas, os valores de diversidade se diferenciaram estatisticamente entre oS
tratamentos AD e Controle a partir do dia 71 (p < 0,05) e entre os tratamentos BD e Controle
nos dias 43 (p < 0,05), 91 (p <0,01) e 118 (p < 0,01) (Figura 5 D).
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Tabela 2. Anélise PERMANOVA a 3 fatores utilizando a abundancia da macrofauna. Fatores
fixos: Di (Dias 0, 26, 43,71, 91 e 118), Tr (Tratamentos: Controle, Alta Dose e Baixa Dose) e
Ma (malhas: 0,5 e 0,5+0,3). A analise foi baseada na matriz de similaridade de Bray Curtis,
transformada em log(x+1). Os valores destacados em negrito indicam diferencas significativa.

Dizer que os valores em negrito indicam diferencas significativas

Riqueza Abundancia Equitabilidade Diversidade
geral geral geral geral
Pseudo- P Pseudo- P Pseudo- P Pseudo- P
Source  df F (perm) df F (perm) df F (perm) df F (perm)
Di 5 10.09 0.0001 5 62.294 0.0001 5 21.416 0.0506 5 4712 0.0002
Tr 2 91331 0.0001 2 50.86 0.0001 2 53.944 0.0025 2 24.637 0.0001
Ma 1 35.957 0.0001 1 52.657 0.0001 1 10.338 0.3171 1 60.876 0.0094
DixTr 10 49.914 0.0001 10 44.264 0.0001 10 1.701 0.0743 10 31.257 0.0011
DixMa 5 0.5129 0.8249 5 28.143 0.0025 5 44.359 0.0003 5 3.692 0.0014
TrxMa 2 39.686 0.0116 2 11541 0.0001 2 29.157 0.0449 2 11539 0.3243
DixTrxMa 10 0.41955 0.9751 10 19.454 0.0162 10 25.361 0.0056 10 21.735 0.0141
Res 72 72 71 71
Total 107 107 106 106
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Figura 5. Comparagédo de atributos univariados entre os tratamentos Controle, Baixa Dose e
Alta Dose durante o periodo de estudo (média * desvio padrdo). A. riqueza (S). B- Abundéancia
(N), C- equitabilidade de Pielou (/) e D- Diversidade de Shannon (H°). Asterisco (*) indicam
diferencas significativas entre tratamento/dia (n=3; PERMANOVA, testes pareados, *p<0,05,
**p<0,01 e *** P<0,001).
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3.1.3 Recrutamento e variacdo temporal da comunidade

No experimento de Defaunacdo, a analise MDS mostrou um padrédo similar na separacao
das series temporais entre os tratamentos Defaunado e Controle tanto para a malha 0,5 mm
quanto para malhas combinadas (Figura 6). A PERMANOVA mostrou diferencas significativas
para os fatores Tratamento, Dia e a interacdo entre Tratamento x Dia para 0,5 mm e para
peneiras combinadas (Tabela 3). A peneira de malha 0,5 mm mostrou uma similaridade entre
0s tratamentos apenas no dia 153 (t = 0,8754; p = 0,52), a malha combinada indicou uma
similaridade nos dias 93 (t = 1,68; p = 0,07) e 153 (t = 0,92; p = 0,47).

Os resultados da analise SIMPER revelaram que as diferencas entre os tratamentos
Defaunado e Controle estiveram associados principalmente a auséncia ou ao numero reduzido
de muitas espécies no tratamento Defaunado (Tabelas 4 e 5). De modo geral, as oligoquetas da
familia Naididae foram as que mais contribuiram para as diferencas entre os tratamentos
Controle e Defaunado seja na malha 0,5 mm, seja nas malhas combinadas (Tabela 4 e 5). O
aumento da similaridade entre os tratamentos Defaunado e Controle foi observado ao longo do
tempo para as malhas. Na malha 0,5 mm, no Dia 0, os tratamentos apresentavam uma
dissimilaridade média de 95.92 % sendo reduzida para 23.08 % ao final do experimento (Tabela
4); ja para as malhas combinadas, no Dia 0, os tratamentos apresentavam uma dissimilaridade

média entre elas de 92.38 %, sendo reduzida para 23.14 % ao final do experimento (Tabela 5).

Tabela 3. Resultado da PERMANOVA entre os dias (Di) e tratamentos (Tr) (Controle e
Defaunado), durante o experimento de defaunacdo nas malhas 0,5mm e as malhas combinadas
(0,5mm + 0,3mm).

Malhas df  Pseudo-F P(perm)
0,5mm
Di 7 65.672  0.0001
Tr 1 54.755 0.0001
DixTr 7 53.004  0.0001
Res 48
Total 63
combinadas
Di 7 60.884  0.0001
Tr 1 46.465  0.0001
DixTr 7 47.838  0.0001
Res 48

Total 63
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Tabela 4. Taxons mais importantes da malha 0,5mm na diferenciacdo entre tratamentos Defaunado e Controle em termos de contribuicdo (%) para
dissimilaridade média de Bray-Curtis ao longo do periodo de amostragem. Os valores em negrito destacam o taxon cuja abundancia média foi a
mais elevada no tratamento Defaunado para cada dia experimental.

Dia 0 Dial Dia 3 Dia 5

omédia = 95.92 omédia = 92.37 omédia = 88.82 omédia = 68.92

Abund. Abund. Abund. Abund. Cum. Abund. Abund. Cum. Abund. Abund. Cum.
Taxon Def. Contr. Cum. % Taxon Def. Contr. % Taxon Def. Contr. % Taxon Def.  Contr. %
Nai 0.23 4.62 37.35 Nai 0.27 462 38.61 Nai 0.20 430 44.75 Nai 0.89 4.64 38.06
Sig 0.00 1.88 57.13 Sig 0.00 2.08 58.43 Sig 0.00 1.49 61.20 Sig 0.10 1.83 56.97
Lae 0.00 1.68 69.30 Lae 0.20 1.68 69.71 Cap 0.00 111 72.38 Cap 0.00 1.15 66.79
Cap 0.00 1.20 76.84 Str 0.00 1.09 77.75 Lae 0.30 1.23 80.77 Lae 1.53 1.88 76.08
Cer 0.00 0.81 82.99 Cap 0.00 0.92 85.03 Str 0.10 0.89 82.61
Dia 18 Dia 35 Dia 93 Dia 153

omédia = 57.82 omédia = 71.30 omédia = 22.76 omédia = 23.08

Taxon Abund. Abund. Cum.%  Taxon Abund. Abund. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum.
Def. Contr. ' Def. Contr. % Def. Contr. % Def. Contr. %

Nai 1.68 4.32 26.75 Nai 0.72 3.98 35.33 Sig 0.43 1.62 25.92 Nai 3.62 3.56 20.14
Lae 2.89 1.34 47.99 Lae 2.93 0.72 57.80 Str 1.40 0.72 48.34 Sig 0.68 1.39 37.43
Sig 0.23 1.69 63.85 Sig 0.58 2.25 77.36 Nai 3.05 3.66 66.16 Str 1.70 1.60 54.40
Str 0.33 1.08 72.93 Exo 0.52 0.20 81.32 Het 0.45 0.00 75.63 Het 0.65 0.10 64.81
Cap 0.27 0.83 79.62 Lae 4.27 4.21 84.49 Lae 4.03 4.38 72.78
Cap 0.10 0.23 77.62
Tel 0.10 0.20 81.36

Def. — Area Defaunada; Contr.- Controle; Sig: Sigambra grubii; Nai: Naididae spp; Cer: Ceratopogonidae; Sph: Sphaerosyllis sp; Exo: Exogone

sp; Cap: Capitella spp; Lae: Laeonereis acuta; Tel: Tellina sp; Str: Streblospio benedicti; Het: Heteromastus sp;
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Tabela 5. Taxons mais importantes das malhas combinadas na diferenciacdo entre tratamentos Defaunado e Controle em termos de contribuicao
(%) para dissimilaridade média de Bray-Curtis ao longo do periodo de amostragem. Os valores em negrito destacam taxons cuja abundancia média

foi mais elevada no tratamento Defaunado para cada dia experimental.

Dia 0 Dia 1l Dia 3 Dia5
omédia = 92.38 omédia = 85.89 omédia = 78.66 omédia = 59.59
Taxon Abund. Abun. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum.
Def. Contr. % Def. Contr. % Def. Contr. % Def. Contr. %
Nai 0.43 520 32.70 Nai 0.79 5.09 32.20 Nai 0.61 491 41.36 Nai 1.73 5.31 31.34
Sig 0.00 1.88 48.19 Sig 0.00 2.08 48.65 Sig 0.00 1.51 55.96 Sig 0.10 1.83 48.04
Lae 0.10 1.85 59.43 Lae 0.20 1.88 59.28 Cap 0.00 1.25 67.00 Cap 0.00 1.25 57.48
Sph 0.00 1.75 70.36 Sph 0.17 1.32 6751 Sph 0.17 1.01 7454 Lae 1.63 2.02 66.35
Cer 0.00 125 77.83 Str 0.00 1.35 75.68 Exo 0.00 0.93 81.64 Exo 0.27 1.10 73.21
Cap 0.00 121 84.17 Cap 0.00 1.12 83.09 Str 0.10 0.99 79.67
Dia 18 Dia 35 Dia 93 Dia 153
dmédia = 52.58 dmédia = 65.35 dmédia = 24.05 dmédia = 23.14
Taxon Abund. Abud. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum. Taxon Abund. Abund. Cum.
Def. Contr. % Def. Contr. % Def. Contr. % Def. Contr. %

Nai 215 481 23.67 Nai 1.12 442 32.08 Sig 0.43 1.62 22.48 Nai 3.99 3.80 20.02
Lae 3.35 1.69 4448 Lae 2.96 0.75 51.98 Str 1.59 0.75 4491 Sig 0.68 1.39 35.78
Sig 0.23 1.69 58.24 Sig 0.58 2.25 6941 Nai 3.33 3.97 60.08 Str 1.92 1.83 50.74
Sph 0.46 157 69.65 Sph 0.76 0.78 76.90 Lae 4.46 433 69.30 Het 0.65 0.10 60.18
Str 045 1.20 79.00 Exo 0.93 0.80 83.63 Sph 0.38 031 78.31 Lae 4.33 4.66 68.73
Sph 0.50 0.23 76.75

Cap 0.10 0.33 82.11

Def. — Area Defaunada; Contr.- Controle; Sig: Sigambra grubii; Nai: Naididae spp; Cer: Ceratopogonidae; Sph: Sphaerosyllis sp; Exo: Exogone
sp; Cap: Capitella spp; Lae: Laeonereis acuta; Str: Streblospio benedicti; Het: Heteromastus sp.
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No experimento de Eutrofizacdo, a analise MDS (Figura 7) mostrou que no Dia 0, a
estrutura da comunidade era similar entre os tratamentos AD, BD e Controle independente da
malha usada (0,5 mm e malhas combinadas). Entretanto, o padrdo de separacdo das séries
temporais entre os tratamentos foi visualmente distinto: na malha 0,5 mm h& uma tendéncia de
agrupamento dos tratamentos BD e Controle, enquanto o tratamento AD apresentou pontos
mais espalhados. Para o dia 118, ambos os tratamentos AD e BD se afastaram dos demais
pontos temporais (Figura 7 A). Nas malhas combinadas, os trés tratamentos se mostraram mais
espalhados, com os pontos do tratamento AD mais a esquerda, seguido pela posicdo mais
centralizada dos pontos do tratamento BD e dos pontos do tratamento Controle mais a direita
(Figura 7 B).

Na malha de 0,5 mm nédo foram observadas diferencas significativas na PERMANOVA
entre os tratamentos BD x Controle nos dias 0 (t = 0,79, p = 0,55) e dia 26 (t = 1,09 p = 0,34);
entre os tratamentos AD x Controle nos dias 0 (t = 0,49 p=0,85) e dia 26 (t=1,09 p =0,34). J&
entre os tratamentos AD x BD foram encontradas diferencas significativas nos dias 91 (t = 2,36
p=0,02) e 118 (t = 3,17 p = 0,01). Nas malhas combinadas a PERMANOVA mostrou uma
similaridade entre os tratamentos AD x Controle apenas nos dias 0 (t = 0,49 p=0,84) e 43
(t=1,97 p=0,06), e entre os tratamentos BD x Controle apenas nos dias 0 (t=0,61 p= 0,69) e 26
(t=1,24 p=0,25), ja para os tratamentos AD x BD foram encontradas diferencas significativas
apenas nos dias 91 (t=2,04 p=0,03) e 118 (t=2,60 e p=0,02).

De um modo geral, os resultados da analise SIMPER revelaram que as diferencas entre
as areas Controle e areas enriquecidas estiveram associadas principalmente a auséncia e/ou ao
nimero reduzido de individuos da maioria dos taxons (Tabelas 5 e 6), assim como no
experimento de Defaunacdo. Quando comparada as areas enriquecidas, foi verificada um
aumento da dissimilaridade até o dia 71, seguido de um decréscimo até o fim do experimento.
Para ambas as malhas, os tdxons que mais contribuiram para as diferencas entre as areas
experimentais foram poliquetas das espécies Streblospio benedicti Webster, 1879, Laeonereis
acuta (Treadwell, 1923) e oligoguetas da familia Naididae, que somaram cerca de 40% de
contribuicdo para as dissimilaridades totais entre tratamentos (Tabelas 5 e 6). Ja a poliqueta
Isolda sp. mostrou-se particularmente importante na diferenciacédo entre BD e AD na malha 0,5
mm por apresentar cerca de 12 % da dissimilaridade (Tabela 6), enquanto na malha combinada
ndo foi tdo expressiva com 7% (Tabela 7). Os dados diarios e porcentagem cumulativa estdo no

material suplementar (Apéndice I, Tabela A e B).
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Figura 7. Experimento de eutrofizagdo. Ordenacdo multidimensional ndo-métrica (MDS) com
as abundancias médias de tdxons para os tratamentos Controle (C), Alta Dose (AD) e Baixa
Dose (BD) ao longo do periodo de amostragem, utilizando a distancia de Bray Curtis,
transformada em log(x+1). A- Malha de 0,5mm. B- Malha combinada (0,5 +0,3mm).
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Tabela 6. Percentuais de contribuicdo dos principais taxons da malha 0,5 mm, para a
dissimilaridade média (dmédia) (Indice de Bray-Curtis) entre areas experimentais (C-Controle;
BD-Baixa Dose; AD- Altas Dose).

C x BD CxAD BD X AD
Smédia= 49.32 Smédia= 65.53 Smédia= 63.49
f:]b; dnl‘; Contrib. Abu d”i‘;'me Contrib. ﬁ:’: dnl‘; Contrib.
0, 0, - === 0,
(%) (%) Taxon BD AD (%)

Taxon C BD Taxon C AD

Strr 3.63 114 16.25 Str 3.63 0.74 17.26 Nai  3.27 158 24.00
Lae 4.64 251 14.00 Lae 4.64 2.09 16.45 Lae 251 2.09 16.34
Nai 416 3.27 12.69 Nai 4.16 158 16.38 Iso 098 055 1281
Cap 271 099 11.20 Cap 271 038 12.88 Str 114 0.74 9.79
Iso 057 098 6.85 Sig 154 071 6.05 Sig 125 071 8381
Exo 112 0.02 5.97 Exo 1.12 0.02 538 Cap 0.99 038 8.05
Sig 154 125 507 Iso 057 055 4.79 Tel 0.71 0.16 6.09
Tel 0.60 0.71 4.89 Pot 092 0.00 4.45 Pyg 026 0.02 281
Pot 092 0.05 4.86 Ano 0.62 0.11 3.19 Het 034 0.06 2.62
Ano 062 0.23 3.47 Het 0.62 0.06 3.18

Het 062 034 311
Sph 055 019 3.04

Total 91.4 Total 90.01 Total 91,32

Str: Streblospio benedicti; Lae: Laeonereis acuta; Nai: Naididae; Cap: Capitella sp; Iso:lsolda sp; Exo: Exogone sp;
Sig: Sigambra grubii; Tel: Tellina sp; Pot: Potamilla sp; Ano: Anomalocardia sp; Het: Heteromastus sp; Sph:
Sphaerosyllis sp; Pyg: Pygospio sp.
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Tabela 7. Percentuais de contribuicdo dos principais taxons das malhas combinadas, para a
dissimilaridade média (dmédia) (Indice de Bray-Curtis) entre areas experimentais (C-Controle;
BD-Baixa Dose; AD- Altas Dose).

CxBD C xAD BD x AD
omédia= 46.50 omédia= 62.91 omédia= 58.58
Ab“m”éddﬁgc'a Contrib. Ab“m”éddﬁgc'a Contrib. Abr‘jq”é%"’}gc'a Contrib.

(%) (%) (%)

Taxon C BD Taxon C AD Taxon BD AD

Str 381 127 1571 Str 381 0.83 16,60 Nai 373 1.85 23.68
Lae 4.83 3.07 11.76 Nai 447 1.85 1540 Lae 3.07 249 16.45
Nai 447 373 1169 Lae 483 249 14.34 Str 127 0.83 10.10
Cap 281 114 1072 Cap 281 0.58 11.74 Sig 139 0.72 8.84
Exo 142 0.11 6.99 Exo 142 0.05 6.24 Cap 114 0.58 8.71
Sph 116 0.37 5.43 Sig 157 0.72 5.73 Iso 0.60 0.30 7.78
Pot 0.99 0.05 4.94 Sph 116 0.13 4.85 Ovo 058 0.18 4.67
Iso 057 0.60 4.79 Pot 099 0.01 4.41
Sig 157 1.39 442 Ano 079 0.14 3.69
Ovo 049 0.58 4.08

Total 80,53 Total 83 Total 80,23

Str: Streblospio benedicti; Lae: Laeonereis acuta; Nai: Naididae; Cap: Capitella sp; Iso:Isolda sp; Exo: Exogone sp; Sig:
Sigambra grubii; Pot: Potamilla sp; Ano: Anomalocardia sp; Sph: Sphaerosyllis sp; Ovo: Ovo de Oligochaeta.
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4. DISCUSSAO

De forma geral, a malha de 0,5 mm reteve menor porcentagem de organismos (37,6%),
em comparacdo as malhas combinadas (62,4%). Tais resultados seguem a tendéncia observada
nas comparagOes entre malhas 1,0 e 0,5 mm utilizadas em estudos de macrofauna bentonica
estuarina, na qual a abundéncia e riqueza s@o maiores quando se utiliza a malha combinada
(Rodrigues et al., 2007). Além disso, nos trabalhos comparativos entre malhas ou que usaram
malhas combinadas, a de menor tamanho tende a reter maior nimero de espéecies e de
organismos (Schlacher e Wooldridge, 1996; Tanaka e Leite, 1998; Gage et al., 2002, Rodrigues
et al., 2007). Neste trabalho, a malha combinada (05+0,3mm) seguiu o padrdo descrito acima,
corroborando com nossa hipotese de que diferentes tipos de malhas fornecem resultados
distintos na descricdo da abundancia e riqueza. Além disso a composi¢do taxondmica foi

diferente, como discutiremos mais a frente.

Um dos motivos que fazem a malha menor reter mais organismos deve-se aos estagios
juvenis que passam por malhas maiores, sendo retidos nas menores (Hammerstrom etal., 2012).
Apesar de malhas de menor abertura reterem maior nimero de individuos e de espécies,
Hartwell e Fukuyama (2015) ressaltam que com o uso delas hd um aumento de horas de

laboratério e de niimero de taxons ndo identificados.

No experimento de defaunacdo, a riqueza (S) e a abundancia (N) mostraram diferencas
significativas para os fatores Tratamentos, Dias e Malhas e para a interagdo entre os fatores
Tratamentos x Dias. Foi possivel detectar diferengas na riqueza entre o tratamento defaunado e
o0 controle, com ressalva de que a malha de 0,5 detectou diferencas apenas nos dias 0 e 1,
enguanto a combinada foi até o dia 03. Quanto a abundancia, ambos os métodos detectaram
diferencas até o dia 05. Apenas a malha de 0,5 detectou diferenca no dia 18. Isso mostra que a
malha combinada pode subestimar a acdo da defaunacgdo (ou, por outro lado, detectar mais
rapidamente o recrutamento), provavelmente porque ela é mais sensivel na retencdo dos
organismos juvenis que ficam na menor peneira (0,3mm neste trabalho). E necessério que em
estudos de comparacdo de comunidade bent6nica leve em consideracdo o diferente tamanho de
malhas, pois a riqueza de espécies pode ser diferente entre amostras processadas com malhas
maiores e menores que 0,5 mm (BACHELET, 1990; TANAKA e LEITE, 1998; PAVITHRAN
etal., 2009; COUTO et al., 2010).

Houve diferenca na Equitabilidade (J’) entre os tratamentos para os dois métodos de
peneiragem e, quanto a Diversidade (H’), s6 houve diferenca no primeiro dia para malha de 0,5

mm. Botter-Carvalho et al. (2011) ndo encontraram diferencas entre a /' e J’ ao longo do tempo
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de recolonizacdo em areas defaunadas em ambientes similares ao deste estudo e ainda
comentam que o tempo de recolonizacdo completa depende dos atributos utilizados pelos
pesquisadores, onde uns irdo indicar uma estabilizacdo mais rapida (e.g., indice taxonémico,

riqueza) e outros, uma estabilizagcdo mais lenta (e.g., abundancia).

Em contexto geral, através do MDS e SIMPER, verificou-se que ambas as metodologias
detectaram diferencas entre tratamento Defaunacéo e o controle. A diferenca se deu devido a
auséncia ou reducdo de taxons, principalmente da familia Naididae. Ainda no experimento de
defaunacéo, tanto a variacdo temporal, quanto a dissimilaridade dos tratamentos resultaram em

resultados similares em ambos os empregos de malhas.

No experimento de eutrofizacdo, 0s organismos mais abundantes nas areas eutrofizadas
foram aqueles ja conhecidos como tipicos de ambientes estuarinos eutrofizados (Oligochaeta e
o Polychaeta Laeonereis acuta) (Brauko, 2020). De modo geral os anelideos sdo comumente o
tdxon mais abundante em estuarios tropicais e subtropicais, conforme relatado em diversos
estudos (SOUZA et al., 2013; VALENCA e SANTOS, 2013; BERNARDINO et al., 2018;
CLEMENTE et al., 2018). Esta dominancia deve-se a uma série de caracteristicas do grupo,
entre elas, a tolerancia as variacdes de salinidade e a capacidade de sobreviver em ambientes
pobres em oxigénio (PEARSON e ROSENBERG, 1978; GLASBY et al., 2021)

Seguindo o padrdo encontrado por outros estudos apontados acima, a maior abundancia
no experimento de eutrofizacdo foi vista na malha combinada. Quanto a riqueza, observou-se
que a malha combinada ndo detectou diferenca em nenhum momento para o tratamento BD,
apenas para o AD, enquanto a de 0,5 mm detectou para ambos. Provavelmente isso aconteceu
devido as espécies com tolerdncia moderada a eutrofizacdo serem de tamanho menor (ver
material complementar) ficando retidas na malha de 0,3 mm no experimento BD fazendo com

gue ndo houvesse diferenca com o tratamento controle.

Para a abundancia, ambas as malhas detectaram diferenca, entretanto a combinada
detectou efeitos de forma mais rapida (dia 26) do que a de 0,5 mm (dia 71) no tratamento AD,
provavelmente porque organismos menores (i.e., jovens) sdo mais sensiveis, assim ao
desaparecerem mais rapido, malhas combinadas conseguem sentir o efeito mais rapido. Além
disso, a malha combinada foi mais sensivel na separacdo dos pontos de amostragem entre 0s

tratamentos AD, BD e Controle.

Tais dados ajudam na corroboracdo da hipotese levantada aqui: aberturas de malhas
menores apresentam uma maior acurdcia na descricdo dos processos de recolonizagdo e

recuperacdo da macrofauna apds disturbio por hipdxia/anoxia. Porém, vale ressaltar que essa
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acuracia faz com que ela seja tdo sensivel ao ponto de ndo detectar diferenca com tratamento
controle, como descrito acima. Alguns autores relatam que a escolha de uma malha de peneira
mais fina ndo adicionou nenhuma informacéo extra para distinguir os locais potencialmente
impactados dos tratamentos controles (THOMPSON et al., 2003; LAMPADARIOU et al.,
2005; LAMPADARIOU et al., 2008). Aqui, vimos que ao usar a malha combinada, pode
melhorar na deteccéo do efeito de juvenis, como visto por Thompson et al. (2003). Eles relatam
que o uso da peneira de 0,5mm tenha subestimado as abundancias de juvenis e de espécies
menores, 0 que se assemelha com o presente estudo. Porém vale ressaltar que a retencdo desses

organismos pode mascarar uma diferenca entre os tratamentos com os controles.

Quanto a diferenca entre os dias no tratamento de eutrofizagéo, observou-se com o MDS
diferencas apenas dos dias 118 para alta e baixa dosagem utilizando a malha de 0,5. Quando
utilizado a malha combinada a diferenca ficou mais acentuada para todos os dias do tratamento
de alta dosagem e a de baixa ficou intermediaria. Com isso percebe-se que 0 uso de malhas
combinadas interfere diretamente na interpretagdo dos dados. Os pesquisadores precisam ter
critérios de escolha das malhas em relagéo aos atributos e descritores que serdo analisados, bem
como os tipos de impactos que serdo testados, dado que em alguns experimentos (como o de
Eutrofizacdo analisado aqui) os resultados podem mudar quando malhas combinadas sdo

utilizadas.
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Tabela A. Percentuais de contribuigdo dos principais taxons da malha 0,5mm, para a dissimilaridade média (dmédia) (indice de Bray-Curtis) entre

areas experimentais ao longo do periodo de estudo. Eutrofizacao
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Taxon Abund. média

Nai
Str
Cap
Lae

Str
Nai
Lae
Sig

Lae
Str
Cap
Nai

Str
Lae
Cap
Nai

Controle (C) x Baixa Dose (BD)

Contribuicéo (%)

C BD Individual Cumulativa
Dia 0
d=26.56
3.38 4.20 18.25 18.25
299 342 11.69 29.93
0.84 0.96 9.35 39.28
446 4.50 7.55 46.83
Dia 26
0=29.92
3.27 1.39 18.88 18.88
3.53 3.77 16.45 35.33
473 3.64 11.15 46.48
1.19 1.58 8.48 54.96
Dia 43
d=39.98
499 2.15 21.91 21.91
3.40 0.96 18.55 40.46
2.84 1.38 11.64 52.10
429 3.98 10.92 63.02
Dia71
d=55.23
4.06 0.50 21.46 21.46
431 1.78 15.24 36.70
287 044 14.69 51.40
443 3.90 13.51 64.91

Dia 91

Taxon Abund. média

Nai
Sig
Lae
Het

Str
Nai
Lae
Cap

Str
Lae
Cap
Nai

Str
Nai
Lae
Cap

Controle (C) x Alta dose (AD)

Contribuicédo (%)

C AD Individual Cumulativa
Dia0
5=20.84
3.38 381 22.72 22.72
197 1.72 11.13 33.85
446 4.93 10.40 44.25
0.86 0.23 9.49 53.74
Dia 26
0 =48.67
3.27 0.67 20.06 20.06
353 2.18 15.23 35.29
473 294 14.61 49.90
250 0.72 13.93 63.83
Dia 43
0 =58.06
340 0.14 20.68 20.68
499 1.93 19.69 40.37
2.84 0.37 16.10 56.47
429 235 14.35 70.82
Dia71
d=87.66
4,06 0.00 19.69 19.69
443 0.42 18.50 38.19
431 0.83 17.02 55.21
2.87 0.14 13.28 68.48
Dia 91

Taxon Abund.média

Nai
Str
Cap
Sph

Nai
Cap
Str
Sig

Nali
Cap
Str
Sig

Nai
Lae
Sig
Str

Baixa Dose (BD) x Alta Dose (AD)

Contribuicédo (%)

BD AD Individual Cumulativa
Dia0
d=124.68
420 3.81 16.56 16.56
3.42 3.42 11.61 28.17
0.96 1.07 10.94 39.11
0.76 0.31 8.04 47.15
Dia 26
0=37.97
3.77 218 27.31 27.31
236 0.72 21.74 49.06
1.39 0.67 13.90 62.96
1.58 1.00 10.50 73.45
Dia 43
6=238.71
3.98 235 34.86 34.86
1.38 0.37 15.70 50.56
096 0.14 13.52 64.07
1.34 1.09 10.31 74.38
Dia71
d=174.16
390 042 43.45 43.45
1.78 0.83 17.31 60.76
1.10 0.00 14.05 74.81
0.50 0.00 7.54 82.35
Dia 91
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0=50.43 0 =79.04 6 =153.26
Str 440 0.60 19.94 19.94 Strr 440 0.23 17.07 17.07 Nai 3.75 0.69 40.86 40.86
Cap 3.34 0.67 13.94 33.88 Nai 478 0.69 16.30 33.38 Lae 297 190 15.05 55.91
Exo 2.00 0.00 10.31 44.19 Cap 334 0.00 13.64 47.02 Sig 132 046 11.68 67.60
Pot 1.98 0.00 9.92 54.11 Lae 449 1.90 10.59 57.61 Cap 0.67 0.00 9.12 76.72

Dia 118 Dia 118 Dia 118

0=92.62 0 =93.02 0=47.17
Lae 485 0.00 14.64 14.64 Lae 485 0.00 17.79 17.79 Tel 289 041 32.09 32.09
Nai 457 0.00 13.58 28.22 Nai 457 0.00 16.45 34.25 Iso 462 2091 29.13 61.22
Iso 0.78 4.62 11.63 39.85 Cap 384 0.00 14.09 48.34 Pyg 155 0.00 24.96 86.18
Str 3.66 0.00 11.26 51.11 Strr  3.66 0.00 13.73 62.07 Spi 037 0.14 4.63 90.81

Sig: Sigambra grubii; Nai: Naididae; Sph: Sphaerosyllis sp; Exo: Exogone sp; Cap: Capitella spp; Lae: Laeonereis acuta; 1so: Isolda sp; Tel: Tellina sp; Str: Streblospio bene dicti; Het:
Heteromastus sp; Pot: Potamilla sp; Pyg: Pygospio sp; Spi: Spio sp.
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Tabela B. Percentuais de contribui¢io dos principais taxons das malhas combinadas, para a dissimilaridade média (dmédia) (Indice de Bray-Curtis)

entre areas experimentais ao longo do periodo de estudo.

Téaxon

Nai
Str
Sph
Cap

Str
Nai
Lae
Sig

Lae
Str
Cap
Nai

Str
Lae
Cap
Nai

Controle (C) x Baixa Dose (BD)

AbundaNci2  Contribuicao (%)
C BD Individual Cumulativa
Dia 0
0=26.74
3.67 4.45 16.31 16.31
3.25 353 10.33 26.63
0.55 1.09 8.08 34.72
098 1.17 7.78 42.50
Dia 26
0=232.38
347 144 16.86 16.86
3.87 4.00 14.12 30.97
494 3.82 0.48 40.45
1.20 1.58 7.05 47.50
Dia 43
0 =40.81
5.14 2.27 19.43 19.43
357 1.18 15.91 35.34
3.00 1.54 10.23 45.57
465 4.19 10.11 55.68
Dia 71
d0=55.49
429 059 19.39 19.39
440 1.90 13.13 32.52
296 049 12.99 45.51
475 4.13 11.77 57.28

Téaxon

Nai
Sig
Lae
Het

Str
Nai
Lae
Cap

Str
Lae
Cap
Nai

Str
Nai
Lae
Cap

Controle (C) x Alta dose (AD)

ADUNGANCI2 Contribuigao (%)
C AD Individual Cumulativa
Dia 0
0=22.67
3.67 4.08 19.09 19.09
197 172 9.17 28.26
496 5.22 8.57 36.83
0.86 0.23 7.81 44.64
Dia 26
0=47.47
3.47 0.70 19.76 19.76
3.87 235 15.16 34.93
494 3.06 14.02 48.95
257 134 9.29 58.24
Dia 43
0=156.62
3,57 0.32 18.90 18.90
5.14 2.01 18.50 37.40
3.00 0.66 14.05 51.45
465 2.63 13.80 65.25
Dia71
0=2R85.41
429 0.00 18.62 18.62
475 0.68 16.74 35.36
440 0.89 15.40 50.76
296 0.20 12.04 62.80

Téaxon

Nai
Str
Cap
Sph

Nai
Cap
Str
Sig

Nai
Cap
Str
Ovo

Nai
Lae
Sig
Str

Baixa Dose (BD) x Alta Dose (AD)

Ab“m“éddﬁzc'a Contribuicio (%)
BD AD Individual Cumulativa
Dia 0
0=26.40
4.45 4.08 14.79 14.79
3.53 3.57 10.00 24.79
1.17 1.22 8.68 33.47
1.09 0.49 7.88 41.35
Dia 26
0=37.79
4.00 2.35 25.46 25.46
2.74 1.34 16.98 42.43
1.44 0.70 12.87 55.31
1.58 1.03 9.19 64.49
Dia 43
0=40.13
4.19 2.63 29.57 29.57
1.54 0.66 12.60 42.17
1.18 0.32 12.51 54.68
0.82 0.41 10.26 64.94
Dia71
8 =
4.13 0.68 38.25 38.25
1.90 0.89 15.66 53.91
1.10 0.00 12.49 66.40
0.59 0.00 7.86 74.27



Str
Cap
Exo
Pot

Cap
Nai
Str
Exo

Dia 91

d=51.88
452 0.63 18.18 18.18
341 0.70 12.60 30.78
241 0.07 10.60 41.38
2.06 0.00 9.15 50.54

Dia 118

d=71.09
3.94 0.18 13.16 13.16
487 167 13.10 26.26
3.76  0.23 12.58 38.85
299 0.18 9.60 48.44

Str
Nai
Cap
Lae

Nai
Cap
Str
Lae

Dia 91

0="77.15
452 0.30 16.16 16.16
502 1.04 14.70 30.87
341 0.07 12.73 43.60
458 1.97 9.99 53.59

Dia 118

d=284.00
487 0.32 16.02 16.02
3.94 0.00 14.17 30.19
3.76 0.07 13.58 43.77
495 1.76 11.58 55.36

Nali
Lae
Sig
Cap

Lae
Iso
Nai
Tel
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Dia 91

d=51.46
3.94 1.04 35.61 35.61
3.00 1.97 13.40 49.01
1.34 0.46 11.05 60.06
0.70 0.07 8.58 68.64

Dia 118

5=

2.52 1.76 23.81 23.81
2.31 1.45 22.98 46.79
1.67 0.32 12.22 59.02
1.51 0.20 12.02 71.04

Sig: Sigambra grubii; Nai: Naididae; Sph: Sphaerosyllis sp; Exo: Exogone sp; Cap: Capitella spp; Lae: Laeonereis acuta; 1so: Isolda sp; Tel: Tellina sp; Str: Streblospio benedicti;

Het: Heteromastus sp; Pot: Potamilla sp; Ovo: Ovo de Oligochaeta.
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Tabela 3. Lista e abundancia (em %) dos tdxons encontrados no experimento de Eutrofizacdo nos tratamentos Controle,

Baixa Dosagem e Alta Dosagem.

controle

malha 0.5mm Total % malha 0,5+0,3mm Total %
Anomalocardia 23 0% Anomalocardia 42 0%
Capitella 3725 6% Capitella 459 5%
Ceratopogonidae (larva e pupa) 2.5 0% Ceratopogonidae (larva e pupa) 3 0%
Cerianthus 5.5 0% Cerianthus 6 0%
Exogone sp 80.5 1% Exogone sp 205.5 2%
Heteromastus 19 0% Heteromastus 19 0%
Isolda sp 175 0% Isolda sp 18 0%
Laeonereis acuta 2014.5 35% Laeonereis acuta 2998 31%
Mediomastus 0.5 0% Mediomastus 0.5 0%
Mytella 0.5 0% Mytella 0.5 0%
Nemertea 15 0% Nemertea 2 0%
Polydora 2 0% Ovo de Oligochaeta 52 1%
Potamilla sp 50.5 1% Polydora 2 0%
Pygospio sp 0.5 0% Potamilla sp 67.5 1%
Sigambra grubii 83 1% Pygospio sp 0.5 0%
Sphaerosyllis 21 0% Sigambra grubii 915 1%
Spio sp 1 0% Sphaerosyllis 174 2%
Streblospio benedicti 796.5 14% Spio sp 1 0%
Tagelus plebeius 6 0% Streblospio benedicti 11115 12%
Tellina 19 0% Tagelus plebeius 6 0%
Tubificidae 2306.5 40% Tellina 19 0%
Turbellaria 15 0% Tubificidae 4260.5 45%
Total 5825 100% Turbellaria 17 0%

Typosyllis sp 0.5 0%

Total 9556.5 100%

Baixa Dosagem

malha 0.5mm Total % malha 0,5+0,3mm Total %
Amphipoda (Gammaridae) 0.5 0.000156177 Amphipoda (Gammaridae) 0.5 0.0%
Anomalocardia 7 0.002186475 Anomalocardia 9 0.2%
Boccardia sp 1.5 0.00046853 Boccardia sp 0.5 0.0%
Capitella 59.5 0.018585038 Capitella 110.5 2.0%
Ceratopogonidae (larva e pupa) 3.5 0.001093238 Ceratopogonidae (larva e pupa) 6.5 0.1%
Cerianthus 2.5 0.000780884 Cerianthus 2.5 0.0%
Exogone sp 0.5 0.000156177 Exogone sp 5 0.1%
Heteromastus 9.5 0.002967359 Heteromastus 10 0.2%
Isolda sp 310.5 0.096985788 Isolda sp 6 0.1%
Laeonereis acuta 476.5 0.148836483 Laeonereis acuta 1410 25.7%
Mediomastus 0.5 0.000156177 Mediomastus 1 0.0%
Minuspio sp 0.5 0.000156177 Minuspio sp 1.5 0.0%
Mytella 1.5  0.00046853 Mytella 1.5 0.0%
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Nemertea 0.5 0.000156177 Nemertea 1 0.0%
Potamilla sp 1 0.000312354 Ovo de Oligochaeta 88.5 1.6%
Pygospio sp 11.5 0.003592066 Potamillasp 1.5 0.0%
Sigambra grubii 65.5  0.02045916 Sigambra grubii 79.5 1.4%
Sphaerosyllis 7.5 0.002342652 Sphaerosyllis 25.5 0.5%
Spio sp 1.5 0.00046853 Streblospio benedicti 212.5 3.9%
Streblospio benedicti 163 0.050913634 Tagelus plebeius 1 0.0%
Tagelus plebeius 1.5 0.00046853 Tellina 6.5 0.1%
Tellina 402.5 0.125722318 Tubificidae 3502.5 63.8%
Tubificidae 1672 0.522255193 Turbellaria 6.5 0.1%
Turbellaria 1 0.000312354 Total 5489.5 100.0%
Total 3201.5
Alta Dosagem

malha 0.5mm Total % malha 0,5+0,3mm Total %
Anomalocardia 3 0.002673797 Amphipoda (Gammaridae) 0.5 0.000257003
Capitella 125  0.01114082 Anomalocardia 5.5 0.002827037
Cerianthus 1 0.000891266 Capitella 37.5 0.019275251
Exogone sp 0.5 0.000445633 Cerianthus 1 0.000514007
Heteromastus 1.5 0.001336898 Exogone sp 2.5 0.001285017
Isolda sp 60 0.053475936 Heteromastus 1.5 0.00077101
Laeonereis acuta 540.5 0.481729055 Isolda sp 1.5 0.00077101
Mytella 0.5 0.000445633 Laeonereis acuta 979 0.503212542
Pygospio sp 0.5 0.000445633 Mytella 0.5 0.000257003
Sigambra grubii 30.5 0.027183601 Ovo de Oligochaeta 16.5  0.00848111
Sphaerosyllis 1.5 0.001336898 Potamilla sp 0.5 0.000257003
Spio sp 0.5 0.000445633 Pygospio sp 0.5 0.000257003
Streblospio benedicti 102.5 0.091354724 Sigambra grubii 31 0.015934207
Tellina 4 0.003565062 Sphaerosyllis 5.5 0.002827037
Tubificidae 363 0.323529412 Streblospio benedicti 144 0.074016962
Total 1122 1 Tellina 3.5 0.001799023

Tubificidae 7125 0.366229761

Turbellaria 2 0.001028013

Total 1945.5 1
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before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To request sucha
change, the Editor must receive the following from the corresponding author: (a) the reasonfor
the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all authors that they agree
with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors, this
includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or rearrangement of
authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers the request, publication
of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already been published in an online issue,
any requests approved by the Editor will result in a corrigendum.

Article transfer service

This journal is part of our Article Transfer Service. This means that if the Editor feels your article is
more suitable in one of our other participating journals, then you may be asked to consider transferring
the article to one of those. If you agree, your article will be transferred automatically on your behalf
with no need to reformat. Please note that your article will be reviewed again by the new journal.
More information.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (see
more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author confirming receipt of
the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form or a link to the online version
of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations. If
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission
from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for
use by authors in these cases.

For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a
‘License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open access articles is
determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your work. More
information.

Elsevier supports responsible sharing

Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated.

Please visit our Open Access page for more information.
Elsevier Researcher Academy
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Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn™ environment at Researcher Academy
offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to guide you through
the process of writing for research and going through peer review. Feel free to use these free resources
to improve your submission and navigate the publication process with ease.

Manuscripts should be written in English. Authors who are unsure of correct English usage should have
their manuscript checked by someone proficient in the language. Manuscripts in which the English
isdifficult to understand may be returned to the author for revision before scientific review. Authors
who require information about language editing and copyediting services pre- and post-submission
please visit https://www.elsevier.com/languagepolishing or our customer support site at
service.elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses nor takes
responsibility for any products,goods or services offered by outside vendors through our services or
in any advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions:
https://www.elsevier.com/termsandconditions.

Referees

Please submit the names and institutional e-mail addresses of several potential referees. For more
details, visit our Support site. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the
suggested reviewers are used.

Marine Pollution Bulletin has no page charges.
PREPARATION

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts your files to a single PDF file, which
is used in the peer-review process.

As part of the Your Paper Your Way service, you may choose to submit your manuscript asasingle file
to be used in the refereeing process. This can be a PDF file or a Word document, in any format or lay-
out that can be used by referees to evaluate your manuscript. It should contain high enough quality
figures 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 DOI is highly encouraged. The reference style used by
the 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 elements
needed 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.
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Abstracts should not exceed 150 words.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Where
relevant these should include the main species concerned, the geographical area and the contaminant.
Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These
keywords will be used for indexing purposes.

Please note that the instructions related to Abstract and Graphical abstract still apply to all new
submissions.

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 one independent expert reviewer to assess the scientific quality of the paper. The Editor is
responsiblefor 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 prepared
in 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 Elsevier article class elsarticle.cls to prepare your manuscript and
BibTeX to generate your bibliography.
Our LaTeX site has detailed submission instructions, templates and other information.

o Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems.
Avoidabbreviations and formulae where possible.

o 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 refereeing
and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any future queries
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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.

« Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, 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 via
search 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).

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 from
the 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 should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

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 a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 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 Illustration Services to ensure the best presentation of their images
and in accordance with all technical requirements.

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 Institutes
of Peace [grant number aaaa].

Itis not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and awards. When
funding is from a block grant or other resources available to a university, college, or other research
institution, 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,
ornot-for-profit sectors.
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Electronic
artwork
General
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.

o 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.

o For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within asingle file at the revision stage.

o 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:

. ;Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too

ow.
« Supply files that are too low in resolution.
» 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 appear
in 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 receive
information 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 figure
itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but
explain all symbols and abbreviations used.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
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communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references 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.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by citing them
in your text and including a data reference in your Reference List. Data references should include the
following 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.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular reference
management 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.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking the
following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/marine-pollution-bulletin

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-
ins for Microsoft Word or LibreOffice.

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 by
the 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. If you do wish to format the references
yourself they should be arranged according to the following examples:

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 body
text 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 directly
usable, 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 your article 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
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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.

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with your
article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are received (Excel
or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material together with the article
and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide an updated file.
Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch off the Track Changes' option
in Microsoft Office files as these will appear in the published version.

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 facilitate
reproducibility 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 availability of your data when submitting your manuscript. If you are sharing data in one of
these 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 to
the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on ScienceDirect with
relevant 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 more
information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your published
article 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 uploading

your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley
Data. 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 into
a data article published in Data in Brief. A data article is a new kind of article that ensures that your
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data are actively reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and made publicly available
to 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 directly
alongside 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, published
open 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. Please
use this template to write your Data in Brief data article.

MethodsX

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.

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 online
version 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
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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 will
be published.
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