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Resumo

No presente estudo, os resultados foram obtidos com base na identificago morfolégica dos organismos
bentdnicos e na combinagdo dos indices bidticos AMBI e IBMWP. A &rea de estudo centrou-se na zona de
transicdo dulcaquicola-oligohalino do estuario do Rio Mira, para a qual foram calculadas diversas métricas
desenvolvidas para sistemas dulgaquicolas e marinhos, com o intuito de avaliar a condicdo das comunidades
bentdnicas. Uma modificacdo de ambos os indices foi proposta. Os resultados mostraram que o indice IBMWP
pareceu subestimar o estado ecolégico destas comunidades, devido a diversidade naturalmente baixa nesta area.
Mas qual sera, na realidade, a verdadeira diversidade neste ecossistema que limitou o desempenho deste indice?
A solugdo podera passar por uma nova abordagem — DNA barcoding — que contribuird certamente para uma
maior resolucdo taxondmica com repercussdes positivas no desempenho do indice IBMWP, bem como de outros
gue possam eventualmente ser adaptados e aplicados a estas areas.

Palavras-chave: Indices biodticos, zonas de baixa salinidade, macroinvertebrados
bentonicos, DNA barcoding, Rio Mira

1. Introducéo

Varias ferramentas, i.e. indices bioticos, baseados em macroinvertebrados bentdnicos tém
sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar o nivel de qualidade ecoldgica (EcoQS) dos
sistemas aquaticos. No entanto, as condi¢Bes de referéncia e os limites dos racios de qualidade
ecologica (EQR) permanecem um problema, face a caréncia de dados historicos e estudos
paleontolégicos para a maioria dos sistemas aquéaticos (Chainho et al., 2007) e, em particular,
para as zonas de baixa salinidade. Nas zonas de transicdo dulcaquicola-oligohalino sdo
definidos mais do que um ec6tono (Medeiros et al., 2012), pelo que a avaliacdo do nivel de
qualidade ecoldgica (EcoQS) desta zona obriga a definicdo de condicdes de referéncia e
limites dos EQR especificos para cada ecotono (Muxika et al., 2007; Teixeira et al., 2008).
Tal como referido por Dauvin et al. (2009), e de acordo com a DQA, as zonas de baixa
salinidade (e.g. até ao limite superior de influéncia da maré) podem ser incluidas no processo
de avaliacdo da qualidade ecoldgica. No entanto, o uso de indices bioticos e indicadores
desenvolvidos para as zonas costeiras e zonas inferiores dos estuarios, constitui um problema
e a sua adaptacdo é, muitas vezes, impossivel. Por outro lado, o desenvolvimento de um novo
indice biotico € uma tarefa dificil e constitui um grande desafio. Diaz et al. (2004) sugerem a
utilizacdo e respetiva adaptacdo das ferramentas até entdo disponiveis para os sistemas
dulgaquicolas e marinhos. No entanto, a selegcdo de diferentes indices bidticos pode resultar
em diferentes classificacdes dos EcoQS (Borja et al., 2007).
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As zonas de transicdo dulcaquicola-oligohalino sdo caraterizadas por uma baixa diversidade
natural, devido ao stress natural (Teixeira et al., 2008), onde as mudangas espacio-temporais
sdo pronunciadas, promovendo variacGes consideraveis na composicdo e diversidade das
comunidades bentdnicas. Assim e apesar da baixa diversidade natural, coloca-se a questao de
qual serd, na realidade, a sua composicdo especifica e como varia a diversidade das espécies
ao longo do espaco e do tempo? Como é que os varios niveis de classificacdo taxonémica
poderdo levar a obtencdo de diferentes respostas face a tipos e graus de contaminacao
especificos? (Cortelezzi et al., 2011). De acordo com Verdonschot (2006), o uso de niveis
taxondémicos superiores (e.g. Ordem, Familia) no processo de avaliacdo da qualidade
ecologica pode produzir resultados enviesados. A identificacdo com base nas carateristicas
morfologicas pode camuflar o verdadeiro EcoQS de um ecossistema, uma vez que as espécies
fornecem perspetivas distintas sobre a qualidade do meio aquatico e condi¢des do habitat
(Pilgrim et al., 2011). Deste modo, a abordagem morfolégica tradicional associada ao pouco
conhecimento da fauna local dificulta a execucé@o de programas de monitorizacdo ambiental
(Hajibabaei et al., 2011) e limita a adaptacdo das ferramentas na avaliacdo do EcoQS dos
ecossistemas aquaticos. O novo desafio requer uma mudanca consideravel nas técnicas de
monitorizacdo e avaliacdo da qualidade ecoldgica, impulsionado pela necessidade de
desenvolver novas ferramentas que conduzirdo a resultados mais rapidos e precisos (Baird &
Hajibabaei, 2012). Métodos moleculares (e.g. DNA barcoding) tém emergido como
ferramentas de identificagdo dos organismos e, mais recentemente, nos programas de
monitorizagcdo ambiental (Stein et al., 2013). Analises baseadas nas sequéncias do DNA tém
fornecido respostas que ainda ndo tinham, até entdo, sido obtidas com base nas abordagens
tradicionais (Hajibabaei et al., 2012). Os métodos moleculares permitem ainda uma reducéo
dos custos e do tempo necessarios ao processo de avaliacdo da qualidade ecoldgica,
contribuindo para uma maior compreensdo da estrutura da comunidade, nivel de tolerancia
das espécies e para uma bioavaliagdo eficaz (Baird & Sweeney, 2011).

Os principais objetivos do presente estudo foram: (1) testar a eficiéncia de diferentes métricas
na avaliacdo do nivel de qualidade ecoldgica da zona de transi¢do dulgaquicola-oligohalino do
estuario do Rio Mira com base numa abordagem tradicional e, (2) perante os resultados
obtidos em (1), dar a conhecer qual podera ser o préximo passo que podera contribuir para o
desenvolvimento de ferramentas que permitam avaliar o EcoQS destes ecossistemas.

2. Materiais e métodos
2.1. Area de estudo

O estuério do Rio Mira é um sistema de transicdo mesotidal, homogéneo e com um fluxo de
agua condicionado pelas estacBes do ano (Bettencourt et al., 2004), de pequena dimensédo que
apresenta um formato alongado e entrincheirado, localizado na costa sudoeste de Portugal
(Fig. 1). De acordo com Andrade et al. (1991), a influéncia das marés faz-se sentir a mais de
40 km da foz, possui um caudal médio anual de 10 m*.s™* (Ferreira et al., 2003), variando
entre 0 e 500 m®s™ (Blanton et al., 2000). E um estudrio pouco perturbado quando
comparado a outros sistemas de transicdo semelhantes, sujeitos a uma maior pressao
antropogénica (Bettencourt et al., 2004). Na zona superior do estuario do Rio Mira, as
principais pressdes antropogénicas estdo relacionadas com o enriquecimento de nutrientes e
matéria organica, devido a agropecudria e a descarga de aguas residuais (Chainho et al.,
2008).
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2.2. Metodologia

Foram estabelecidos dois grupos de estagdes de amostragem: Zona Dulcaquicola (estacbes
D1, D2 e D3) e Zona Salobra (estacdes S1, S2, S3 e S4) (Fig. 1), localizados ao longo do
gradiente salino, abrangendo a zona dulgaquicola, com salinidade mediana anual inferior a 0,5
e a zona salobra (i.e. oligohalino), com salinidade mediana anual igual ou superior a 0,5.
Foram realizadas campanhas sazonais em 2006 e 2007, utilizando uma draga van Veen (0,05
m?). Em cada estacdo de amostragem foram recolhidos 3 replicados na zona subtidal. As
amostras foram lavadas in loco e fixadas com uma solucdo de formaldeido a 4% tamponada
com borato de sédio e corada com rosa de Bengala, para posterior processamento laboratorial.
Os espécimes retidos foram, posteriormente, conservados em alcool a 70%, triados,
identificados morfologicamente ao menor nivel taxonémico possivel e contados. Foram ainda
medidas a percentagem de oxigénio dissolvido (% OD) e a salinidade, e recolhidas amostras
de 4gua para a determinagdo de nitratos, nitritos, aménia e fosfatos (mg.l™) (APHA, 1995), e
sedimento para a analise granulométrica e respetivo teor em matéria orgénica total (MOT).

2.3. Analise de dados
2.3.1. Condicao fisico-quimica

As variaveis fisico-quimicas (% OD; azoto dissolvido total — DIN, pmol N.I'; fésforo
inorganico total — DIP, pmol N.I'*; matéria organica total — MOT, %) foram utilizadas para
definir as condicGes de referéncia (Weisberg et al., 1997). Critérios ja desenvolvidos e
aplicados em outros sistemas de transicdo foram adotados, por ainda ndo terem sido
desenvolvidos para os sistemas aquaticos portugueses (Tabela 1).
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Fig. 1. Area de estudo com a localizacdo das estacbes de amostragem. O gradiente salino (valores
medianos e erro padréo por estacdo de amostragem em 2006 e 2007) encontra-se representado no grafico.
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2.3.2. Condicdo das comunidades bentdnicas

A avaliacdo da condicdo das comunidades bentdénicas na area de estudo foi efetuada,
utilizando as meétricas: riqueza taxonémica (Legendre & Legendre, 1988), indices de
diversidade de Shannon—Wiener (H”) (log,) (Shannon & Weaver, 1963) e Margalef (d) (loge)
(Margalef, 1969), AMBI (AZTI indice Bidtico Marinho) (Borja et al., 2000), IBMWP
(Iberian Biological Monitoring Working Party) (Alba-Tercedor & Sanchez-Ortega, 1988) e
IASPT (Iberian Average Score per Taxa) (Alba-Tercedor & Sanchez-Ortega, 1988) (Tabela
1). As versdes modificadas dos indices AMBI, IBMWP e IASPT (AMBIM, IBMWPM e
IASTPM, respetivamente) foram calculadas com base na equivaléncia dos niveis de tolerancia
do indice congenere. A existéncia de diferencas significativas (p<0,05) entre as zonas
dulcaquicola e salobra e as épocas de amostragem, foram verificadas, recorrendo a analise
fatorial e aos testes post-hoc HSD de Tukey (IBM SPSS 19.0).

Tabela 1. Critérios utilizados para classificar o estado quimico com base na percentagem de oxigénio
dissolvido (OD), concentracéo de nutrientes (DIN e DIP) e % MOT e limites dos indices de diversidade e
bidticos. “H” significa EcoQS ELEVADO; “G” EcoQS significa BOM; “M” significa EcoQS
MODERADQO:; “P” significa ECoQS POBRE; “B” significa EcCoQS MAU.
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G/H > 80,2 >82,1 <71 <07 <5 >3,6 >4,0 > 45 0,0-33 > 60 >6,0
M 40,2-802 42,1-821 71-714 0,7-09 5-10 | 25-36 25-4,0 30-45 34-4.2 35-60 50-6,0
B/P <40,2 <421 >714 >0,9 >10 <25 <25 <30 43-70 <35 <50

2 Bald et al. (2005); ® Bricker et al. (2003); © OSPAR (2003); ¢ Hily (1984); ¢ Borja et al. (2003); " Bettencourt et
al. (2004); 9 Alba-Tercedor & Sanchéz-Ortega (1988) & Jaimez-Cuéllar et al. (2002); " Mandaville (2002).

2.3.3. Condigao fisico-quimica vs condi¢do das comunidades bentdnicas

Correlacbes de Pearson foram realizadas entre as varidveis ambientais (OD, DIN, DIP e
MOT) e as métricas utilizadas na avaliacdo da condi¢do das comunidades bentonicas, quer
para as estacdes da zona dulgaquicola e salobra (global), quer para as estagdes de amostragem
per si.

3. Resultados
3.1. Condicéo fisico-quimica

Na zona dulcaquicola, os niveis de OD mantiveram-se sempre elevados (>80%) no Inverno e
apenas na Primavera na zona salobra (EcoQS BOM/ELEVADO) (Fig. 2A). Nas restantes
épocas, os niveis de OD apresentaram-se sempre inferiores a 80% em ambas as zonas (EcoQS
MODERADO). Os valores de DIN variaram quase sempre entre 7,1 umol.I"* e 71,0 pmol.I™
(EcoQS MODERADO), a excec¢do da Primavera e do Verdo na zona dulgaquicola (EcoQS
BOM/ELEVADO) (Fig. 2B). A concentracdo de DIP registou valores sempre inferiores a 0,7
umol.I™ na zona dulcaquicola (EcoQS BOM/ELEVADO); na zona salobra, 0s mesmos
valores foram registados, a excecdo do Inverno, onde a concentracdo de DIP esteve no limiar
dos 0,7 umol.I* (Fig. 2C). Finalmente, os teores de MOT foram sempre superiores na zona
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salobra (EcoQS MODERADO), comparativamente a zona dulcaquicola (Fig. 2D) (EcoQS
BOM/ELEVADO, a excecdo do Outono, EcoQS MODERADO).

3.2. Condicao das comunidades bentonicas

Mais de 90% dos espécimes que ocorreram na zona dulgaquicola foram classificados com
base no respetivo nivel de tolerancia por ambos os indices (AMBI e IBMWP). No entanto, e
para o primeiro indice, esta percentagem correspondeu a ndo mais do que 60,0% do total dos
taxa capturados (Fig. 3A-B) e a cerca de 77,0% no caso do IBMWP (Fig. 3B). Na zona
salobra, praticamente todos os espécimes foram classificados pelo AMBI, o que correspondeu
a cerca de 87,6% dos taxa (Fig. 3B). Por outro lado, apenas 53,6% dos espécimes foram
classificados pelo IBMWP, correspondendo apenas a cerca de 30,1% dos taxa (Fig. 3B). A
modificacdo proposta aos indices AMBI e IBMWP reduziu, consideravelmente, o nimero de
espéecimes e de taxa, até entdo nao classificados (Fig. 3C-D).
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Fig. 2. Nivel de qualidade ecoldgica (EcoQS) nas zonas dul¢caquicola e salobra com base nos elementos
fisico-quimicos (valores médios x erro-padréo). I: Inverno; P: Primavera; V: Verao; O: Outono.
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Fig. 3. Percentagem de espécimes (A) e taxa (B) classificados e ndo classificados de acordo com o respetivo
nivel de tolerancia atribuido pelo AMBI, AMBIM, IBMWP e IBMWPM. (C) Nimero de espécimes e taxa
ndo classificados pelo AMBI e IBMWP. (D) Nimero de espécimes e taxa nado classificados pelo AMBIM e
IBMWPM. I: Inverno; P: Primavera; V: Verdo; O: Outono.

A analise fatorial revelou a existéncia de diferencas estatisticamente significativas para todas
as métricas testadas entre as zonas dulcaquicola e salobra, a excecdo do IASPT (Tabela 2). A
época de amostragem teve um efeito significativo nos resultados do AMBI, AMBIM,
IBMWPM e IASPTM. Finalmente, o efeito da época do ano sobre as zonas dulgaquicola e
salobra refletiu-se apenas no AMBI e AMBIM, como sugere a interacao significativa entre o0s
dois fatores (Tabela 2). Ambas as zonas foram, geralmente, classificadas pelo AMBI com um
EcoQS BOM/ELEVADO; no entanto, a modificacdo proposta para este indice ndo contribuiu
para um aumento do EcoQS (Fig. 4A). Por outro lado, ambas as zonas foram classificadas
como MAU/POBRE pelo indice IBMWP. A versdao modificada deste ultimo (i.e. IBMWPM)
refletiu um aumento do EcoQS, particularmente, na zona salobra (Fig. 4B). Apesar da relacéo
direta do IASPT com o IBMWP, a versdo modificada deste ultimo praticamente ndo afetou o
EcoQS atribuido pelo primeiro (Fig. 4C). No que diz respeito a riqueza taxondémica e aos
indices de diversidade de Shannon-Wiener e Margalef, o EcoQS ndo foi para além do
MAU/POBRE (Fig. 4D-F).

Tabela 2. Efeitos significativos (analise fatorial) dos principais fatores (zona e época de amostragem) sobre
as métricas S, H’, d, AMBI, AMBIM, IBMWP, IBMWPM, IASPT, IASPTM. Zona: dulgaquicola e
salobra; Epoca: Inverno, Primavera, Veréo e Outono.

Métricas Fatores Métricas Fatores
Zona Epoca ZonaxEpoca Zona Epoca ZonaxEpoca
S F(1v156)=6,532* F(3|156)=l,309 F(3v155)=0,265 IBMWP F(1v155)=28,815*** F(3‘155)=0,989 F(3‘156):l,370
H’ F(1,156=10,302* F3.156=1,180 F3,156=0,787 IBMWPM F(1,156=26,847*** F3,156=2,877* F(3.156=0,229
d F1,156=47,378* F(3.156=0,353 F3,156=0,512 IASPT F1,156=3,447 F3,156=1,187 F.156=1,120
AMBI F(1,156=10,909*** F(3.156)=8,748*** F3,156=9,126*** IASPTM F(1,156=60,884*** F(3,156=6,917*** F(3.156=2,567
AMBIM Fo156=9,447%% Faise=8,007%%%  Fg15=8,205%%% | * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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Fig. 4. Niveis de qualidade ecolégica (EcoQS) nas zonas dulcaquicola e salobra, baseados nas comunidades
bentdnicas. I: Inverno; P: Primavera; V: Verao; O: Outono.
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3.3. Condicao fisico-quimica vs condi¢do das comunidades bentdnicas

O coeficiente de correlacdo de Pearson (r) evidenciou uma correlacdo positiva entre 0 AMBI
e a respetiva versdo modificada com os teores de MOT e a concentracdo de DIN (Tabela 3).
Por outro lado, o indice IBMWP mostrou-se negativamente correlacionado com estas
variaveis. Uma correlacdo negativa também foi verificada entre o IASPT e a MOT, mas
apenas na zona dulcaquicola. Ainda nesta zona, a riqueza e o indice de diversidade de
Margalef mostraram-se positivamente correlacionados com a concentracdo de DIP. Né&o
foram verificadas quaisquer correlacdes entre as métricas estudadas e os niveis de OD.

Tabela 3. Correlag6es significativas (coeficiente de correlagdo de Pearson) entre as métricas estudadas e as
variaveis ambientais para a area de estudo (Global) e zonas dulgaquicola e salobra. (+) indica uma
correlacéo positiva e (-) indica uma correlacéo negativa.

Métricas

AMBI AMBIM  IBMWP  IBMWPM  IASPT S d
MOT  0,433%9  0,429%*9  0,423C") - -

Parametros ambientais

Global DIN  0378*9  0360“Y 0,499 ; ;
Zona Dulcaguicola MOT 0,415® 0,413% - - 0,4189 - -
DIP - - - - - 0,497¢) 0,507
MOT  0,483%9  0,48007 0,3810 - - - -
Zona Salobra DIN - - - 0,419 -
DIP - - - 0,409¢ -

® ou © p<0,05; “ ou ©7 p<0,01; “**) ou ©-7p<0,001

4. Discussao

As carateristicas naturais desta zona de transicdo (e.g. baixa salinidade, diversidade reduzida)
pode induzir a erros de classificacdo do EcoQS. Os resultados do presente estudo corroboram
o facto dos indices AMBI e IBMWP serem bons indicadores do input de matéria orgénica e
do enriquecimento em nutrientes, dada a sua previsivel resposta a essas pressoes, tal como
indicado pelas correlacdes de Pearson. Apesar dos niveis de pressdo antropogénica indicarem
que esta zona de transicdo possui um EcoQS MODERADO, os resultados do AMBI
atribuiram a ambos os ecotonos um EcoQS BOM/ELEVADO, enquanto o IBMWP
classificou-os como MAU/POBRE. Ainda que conhecida a elevada aplicabilidade do AMBI
nos sistemas marinhos e de transicdo, alguns autores (e.g. Borja & Muxika, 2005; Borja et al.,
2007) referem limitagGes a sua aplicagdo nas zonas de baixa salinidade. Chainho et al. (2008)
verificou que o AMBI parece sobrestimar a condigdo das comunidades bentonicas, devido a
dominéncia das espécies tolerantes. Por outro lado, o IBMWP tende a subestimar o EcoQS,
razdo aparentemente relacionada com a baixa diversidade que existe, naturalmente, nesta area,
e também com o facto dos organismos serem identificados ao nivel taxonémico da familia,
omitindo a verdadeira diversidade existente. A modificagdo proposta ao indice IBMWP (i.e.
IBMWPM) incrementou os valores de EcoQS, aproximando-os dos indicados pelas variaveis
ambientais (EcoQS MODERADO). Além disso, embora se tenha verificado que o IBMWPM
ndo respondeu previsivelmente aos teores de matéria organica observados, este mostrou uma
correlagdo negativa com o enriquecimento de nutrientes, na zona salobra, sugerindo que a
atribuicdo de uma classificagdo a tolerancia dos organismos néo incluidos no indice IBMWP,
favoreceu o seu desempenho.
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5. Perspetivas futuras
5.1. DNA Barcoding - uma nova abordagem

Com o proposito de colmatar parte das lacunas existentes no conhecimento das zonas de baixa
salinidade dos sistemas estuarinos e, com base nos resultados obtidos pelo trabalho
previamente exposto, pretende-se com o projeto intitulado Definition of reference conditions
and adaptation of assessment tools for freshwater-estuarine interface of an estuarine water
type: The Mira River estuary (southwest Portugal) as a case study [BD
(SFRH/BD/77539/2011)] contribuir para um conhecimento mais aprofundado destas areas,
quer em termos fisicos e quimicos, quer em termos bioldgicos e, adaptando ferramentas pré-
existentes ou desenvolvendo uma nova ferramenta, avaliar o respetivo nivel de qualidade
ecoldgica e estabelecer as condicdes de referéncia e limites dos EQR necessarios ao processo
de avaliacdo do EcoQS.

5.2. Metodologia

A érea de estudo foi ampliada comparativamente a descrita em 2.2. e Fig. 1, por forma a
abranger mais estacdes de amostragem da zona dulgaquicola e extensivel a um dos tributarios
mais importantes do Rio Mira (Fig. 5). A campanha de amostragem foi realizada em
Setembro de 2013. Como previamente referido, a existéncia de dois ec6tonos com
carateristicas fisicas diferentes, conduziu a adocéo de técnicas de amostragem especificas. Em
cada estacdo de amostragem foram recolhidos trés replicados (Mac-surber, 0,05 m? na zona
dulcaquicola, com profundidades baixas e sedimento grosseiro — estacdes Mi0 a Mi04 e
TRG4 e TRGS5; draga van Veen, 0,05 m?, na zona salobra, com profundidades mais elevadas
e sedimento mais fino — estacbes Mi3 a Mil0 e TRG1 a TRG3) e combinados, originando
uma amostra composta. As amostras foram lavadas in loco e preservadas em alcool a 95%
(3:1). No laboratério, o alcool foi renovado e adicionada glicerina (5% do volume),
conservando-se as amostras de sedimento num local escuro e fresco até ao seu processamento
(Stein et al.,, 2013). Os espécimes foram posteriormente triados e identificados
morfologicamente. A identificacdo dos espécimes com recurso a metodologia do DNA
barcoding reine uma série de passos i.e. extracdo, amplificacdo e sequenciacdo do DNA,
executados de acordo com os protocolos disponibilizados pelo Centro Canadense de DNA
Barcoding (CCDB). Como o trabalho ainda se encontra em execugdo, as sequéncias de DNA
de cada espécime serdo analisadas com base em programas (e.g. Sequencher, Bioedit) e bases
de dados online (Genbank, BOLDSystems). Finalmente, os resultados obtidos (identificacdo
morfologica e analise genética) serdo integrados nas metricas disponiveis para a avaliacdo do
estado de qualidade ecoldgica dos sistemas de transicdo em Portugal (e.g. BAT, Benthic
Assessment Tool) (Teixeira et al., 2009). Foram ainda medidas, aquando da amostragem,
variaveis ambientais na coluna de agua junto ao sedimento (% OD e salinidade) e recolhidas
amostras de 4gua para a determinacéo de nitratos, nitritos, aménia e fosfatos (mg.I™) (APHA,
1995), e sedimento para a analise granulométrica e respetivo teor em matéria organica total
(MOT). O processamento dos dados proporcionardo a definicdo das condicGes de referéncia e
limites dos EQR. Os resultados obtidos serdo publicados na tese de doutoramento que
constituird o output do projeto enunciado em 5.1.
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