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RESUMO 

 

O fitoplâncton, composto por organismos microscópicos fotossintéticos procariontes e 

eucariontes, desempenha papéis fundamentais nos ciclos biogeoquímicos e é base 

das teias tróficas em ecossistemas aquáticos. Além disso, por responder  às 

mudanças ambientais, atuam como indicadores da qualidade da água. Estudos 

comparativos mostraram que as análises de comunidades de fitoplâncton através da 

observação de caracteres morfológicos em microscópio óptico invertido (método 

“clássico”), ou metabarcoding através do sequenciamento de amplicons de 18S (que 

captura a fração eucarionte) e 16S (que captura procariontes como cianobactérias, 

mas também cloroplastos de eucariontes autotróficos), podem ser utilizados no 

monitoramento de ecossistemas aquáticos. No entanto, métodos diferentes podem 

descrever o ambiente de formas diferentes, e determinar qual é o mais adequado para 

o monitoramento do ambiente aquático permanece um desafio. Neste estudo, foram 

utilizados dados obtidos por microscopia e sequenciamento de amplicons de 16S e 

18S de 60 amostras coletadas mensalmente pelo Observatório Microbiano do 

Reservatório do Broa/Lobo (BroaMO). A dinâmica na composição da comunidade foi 

estudada e relacionada com as variáveis ambientais através de análise multivariada. 

Os três métodos foram comparados para verificar qual prediz melhor a dinâmica do 

ambiente aquático e a qualidade da água. A hipótese central é que os métodos 

fornecem informações distintas quanto à composição e abundância das espécies. 

Embora o método molecular forneça um maior nível de detalhamento em relação à 

abundância e à dinâmica das comunidades, a microscopia se sobressai na descrição 

do ambiente e na explicação das variações ambientais. Portanto, conclui-se que cada 

abordagem retrata o ambiente de forma distinta dentro de suas limitações e que a 

combinação entre métodos tradicionais e moleculares pode aprimorar a análise da 

comunidade com uma visão mais abrangente e precisa de sua dinâmica e respostas 

às variações ambientais. 

 

Palavras chaves: amplicons, metabarcoding, microscopia, monitoramento ambiental, 

águas continentais, qualidade da água, bioindicadores. 

 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Phytoplankton, composed of photosynthetic prokaryotic and eukaryotic 

microorganisms, play fundamental roles in biogeochemical cycles and form the base 

of aquatic food webs. Because phytoplankton responds rapidly to environmental shifts, 

they serve as effective indicators of water quality. Comparative studies have shown 

that phytoplankton community analyses based on morphological identification under 

an inverted optical microscope (the “classical” method) or on metabarcoding of 18S 

amplicons (targeting eukaryotes) and 16S amplicons (targeting prokaryotes such as 

cyanobacteria, but also chloroplasts of autotrophic eukaryotes) can both be applied for 

aquatic ecosystem monitoring. However, different methods likely depict the 

environment in distinct ways, and determining which approach is most suitable for 

assessing aquatic environmental dynamics remains a challenge. In this study, 

microscopy and sequencing data were obtained from 60 samples collected monthly by 

the Broa/Lobo Reservoir Microbial Observatory (BroaMO). Community composition 

dynamics were examined and related to environmental variables using multivariate 

analyses. The three methods were compared to evaluate which one best captures the 

dynamics of the aquatic environment and water quality. The central hypothesis is that 

each method provides different insights into species composition and abundance. 

Although molecular approaches offer higher resolution regarding community 

abundance patterns and temporal dynamics, microscopy proved more effective in 

describing environmental conditions and explaining environmental variability. Thus, we 

conclude that each approach portrays the environment differently within its 

methodological limitations, and that integrating traditional and molecular methods can 

enhance community analyses by providing a broader and more accurate 

understanding of phytoplankton dynamics and their responses to environmental 

change. 

Keywords: amplicon sequencing, metabarcoding, microscopy, environmental 

monitoring, freshwater systems, water quality, bioindicators. 
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1. INTRODUÇÃO 

Presente em praticamente todos os ambientes aquáticos, o fitoplâncton 

constitui a base da cadeia alimentar, garantindo o fluxo de energia, a circulação da 

matéria e os ciclos biogeoquímicos. Caracterizados por um curto ciclo de vida e 

elevada taxa reprodutiva, as comunidades de fitoplâncton são reguladas tanto por 

fatores abióticos como interações bióticas, os quais interferem na composição, 

diversidade, abundância e biomassa local (Reynolds, 2006; Li et al., 2021; Gong et 

al., 2022).  

Devido a sua sensibilidade às variáveis ambientais, o fitoplâncton pode ser 

utilizado como parâmetro para análise da qualidade da água, sendo indicador das 

condições ecológicas, físicas e químicas ou do estado trófico, uma vez que sua 

dinâmica é regulada por tais processos (Reynolds, 2006; Wetzel, 2001). 

Os reservatórios de água doce, além de fornecerem água para geração de 

energia, possuem múltiplos usos direcionados para o consumo humano, pesca, 

irrigação, e, muitas vezes, são áreas com espaços de lazer e turismo (Znachor et al., 

2020; Tundisi; Tundisi., 2013), tornando-se locais expostos a perturbações antrópicas. 

Portanto, o monitoramento da qualidade da água é de suma importância para viabilizar 

os seus diferentes usos. 

O estudo do fitoplâncton fornece informações sobre o ecossistema e sua 

dinâmica, sendo um dos principais agentes que afetam a qualidade da água, a saúde 

do ecossistêmica e a saúde humana (Pomati et al., 2011; Li et al., 2021). A formação 

de florações ou blooms (proliferação rápida e descontrolada do fitoplâncton devido à 

entrada de nutrientes em excesso no sistema), geralmente associado ao processo de 

eutrofização, pode levar à depleção do oxigênio, alteração de teias alimentares, 

redução da diversidade de espécies e a mortalidade de peixes e outros organismos 

aquáticos (Smith; Schindler, 2009; Chen et al., 2015; Huisman et al., 2018). Além 

disso, há a possibilidade da contaminação da água, pois algumas cianobactérias 

sintetizam toxinas que causam doenças hepáticas, digestivas e neurológicas 

(Huisman et al., 2018). Assim, a identificação dos organismos que compõem a 

comunidade fitoplanctônica e das suas relações com os fatores ambientais é 

fundamental e necessária para o monitoramento e manutenção da qualidade da água 

(Crossetti et al., 2008; Draredja et al., 2019; Shevchenko et al., 2022). 
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Diferentes abordagens têm sido aplicadas no estudo do fitoplâncton no 

ambiente aquático. A análise da clorofila a possibilita a quantificação da biomassa, 

sendo uma das variáveis mais frequentemente utilizadas em programas de 

monitoramento ambiental (Pinto et al., 2001). Esse método é indicado para 

acompanhar as alterações da biomassa do fitoplâncton frente às condições 

ambientais variadas (Kruk et al., 2017), mas não permite a identificação da 

composição das espécies, suas características ecológicas e potencial de toxicidade, 

que fornecem informações essenciais sobre o estado ecológico do ecossistema 

(Hillebrand et al., 1999; Parésys et al., 2005). A microscopia óptica permite uma 

abordagem quantitativa e qualitativa, pois é realizada a identificação e o 

reconhecimento de aspectos morfológicos de cada espécie ou grupo (Soares et al., 

2011). Há ainda a possibilidade de reconhecer períodos adversos, visto que o 

fitoplâncton tem plasticidade fenotípica alterando e adaptando a sua morfologia, 

fisiologia e comportamento como resposta às condições ambientais estressantes 

(Morabito et al., 2007; Anneville et al., 2018; Kwon et al., 2022) que são visíveis neste 

tipo de análise. 

Porém, a análise do fitoplâncton através da microscopia tem algumas 

limitações, como a dificuldade na identificação de espécies muito pequenas, a 

dificuldade de identificar o picofitoplâncton <2 μm (Rutten et al., 2005; Brewin et al., 

2014) e a diferenciação de espécies crípticas (Liu et al., 2020). Além disso, as análises 

são demoradas e dependem muito da expertise do operador (cada vez mais escassos) 

na identificação correta das espécies (Maki et al., 2017; Liu et al., 2020). 

A abordagem molecular, como o metabarcoding, envolve o sequenciamento de 

uma pequena região do DNA taxonomicamente informativa (amplicons) que é 

amplificada, sequenciada e identificada. Esta abordagem difere de acordo com o tipo 

organismos a serem estudados, sendo utilizadas regiões hipervariáveis do gene 18S 

rRNA para o estudo de organismos eucariontes, e o gene 16S rRNA para organismos 

procariontes, mas também cloroplastos de eucariontes autotróficos (Pierella-Karlusich 

et al., 2023). 

A utilização de técnicas de metabarcoding em estudos de monitoramento 

ambiental, chamada de monitoramento 2.0, vem sendo adotada cada vez mais em 

vários países (Liu et al., 2020; Brown et al., 2021; Schallenberg et al., 2021;). Entre 

suas vantagens desse método são o nível de detalhe taxonômico obtido, com a 

capacidade de reconhecer variantes de uma mesma espécie, subespécies e a 
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diferenciação de espécies crípticas, sem a necessidade de um exímio conhecimento 

taxonômico, a possibilidade de escalar o procedimento para uma grande quantidade 

de amostras e baixar o custo, e a rapidez na análise (John et al., 2014; Xiao et al., 

2014; Bukin et al., 2023). 

No entanto, também existem limitações nas técnicas moleculares, sendo a 

principal a falta de sequências com anotação correta nos bancos de dados (Xiao et 

al., 2014), sobretudo quando as sequências têm como origem a água doce (Eiler et 

al., 2013), o que impossibilita a identificação de algumas espécies, 

independentemente da abundância. Além disso, o número de cópias da região 

amplificada varia, podendo causar a superestimação de alguns grupos de organismos, 

como os dinoflagelados (Maki et al., 2017; Pierella-Karlusich et al., 2023). Outra 

limitação está relacionada ao conhecimento de diferentes domínios da árvore da vida, 

como o caso do fitoplâncton, que contém espécies eucariontes, mas também 

cianobactérias (procariontes), sendo necessário utilizar diferentes marcadores 

moleculares, o que aumenta consideravelmente os custos. 

Apesar de estudos anteriores terem comparado a eficiência dessas diferentes 

técnicas na detecção de espécies, ainda não foi avaliado como cada uma delas pode 

oferecer visões ecológicas distintas e informar sobre a integridade do ecossistema 

(Eiler et al 2013; Xiao et al., 2014; Bazin et al., 2014; Obertegger et al., 2020; 

Malashenkow et al., 2021; Hanžek et al., 2023). 

Considerando que os métodos descrevem o fitoplâncton de formas distintas, 

cada um com suas vantagens e limitações, este estudo se propôs a investigar qual 

abordagem reflete melhor as variações ambientais no biomonitoramento de ambientes 

aquáticos. Com o objetivo da investigação sendo comparar os métodos e avaliar sua 

capacidade de relacionar os dados fitoplanctônicos com parâmetros ambientais, 

superando a limitação de estudos anteriores que se restringem apenas à comparação 

da diversidade e composição das comunidades pelos diferentes métodos, sem 

relacionar os dados obtidos com os parâmetros ambientais. 
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1.1. HIPÓTESE 

 Cada método irá descrever a comunidade fitoplanctônica de forma distinta em 

termos de composição, abundância e diversidade dos gêneros. Com isso supõe-se 

que a proporção de variância nos parâmetros ambientais explicada pelas técnicas não 

será equivalente e a percepção das respostas da comunidade de fitoplâncton às 

variações se modificará conforme a técnica utilizada, gerando interpretações distintas 

sobre a dinâmica ecológica. 

2. OBJETIVOS  

2.1. GERAL 

 Determinar qual técnica de análise da dinâmica da comunidade de fitoplâncton 

(microscopia “clássica”, ou metabarcodingdo do 16S para captura de cianobactérias 

e cloroplastos e 18S para captura eucariotos) reflete melhor as variações ambientais 

de um reservatório multiuso, com intuito de verificar qual pode ser melhor aplicado ao 

monitoramento.  

2.2. ESPECÍFICOS 

a. Avaliar a diversidade e abundância das espécies utilizando diferentes 

técnicas. 

b. Avaliar qual a proporção de variância nos parâmetros ambientais explicada 

pelas diferentes técnicas 

c. Identificar mudanças na percepção das respostas da comunidade de 

fitoplâncton às variações ambientais, quando avaliado por técnicas diferentes 

de microscopia e molecular.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. LOCAL DE ESTUDO  

 O reservatório do Lobo está localizado no município de Itirapina no Estado de 

São Paulo com uma área superficial total de 6,8 km² (Tundisi; Matsumura-Tundisi, 

2013) (Figura 1). A represa foi construída em 1936 com o objetivo de funcionar como 

reservatório de Usina Hidrelétrica Carlos Botelho. No entanto, com a construção de 

grandes complexos hidrelétricos, os reservatórios pequenos como Represa Lobo 

perderam tal função, e atualmente, se tornou um espaço multiuso com áreas 

residenciais, recreativas e campo de pesquisa. Como objeto de pesquisa, foi e 

continua sendo fonte de diversos dados para os mais variados temas, abrigando uma 

variedade de campos para coleta de dados (Chalar, Tundisi, 2001; Mansano et al., 

2014; Pompei et al., 2020) e sendo um local de referência. No presente momento, é 

mantido um Observatório Microbiano (BroaMO) pelo Laboratório de Biodiversidade e 

Processos Microbianos do Departamento de Hidrobiologia (DHb). Os dados utilizados 

nesta pesquisa são oriundos das coletas e processamentos realizados pelo 

Observatório BroaMO.  

 

Fig. 1. Localização do Reservatório do Lobo e ponto de amostragem.  
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3.2. AMOSTRAGEM E MEDIDAS EM CAMPO 

A amostragem foi realizada mensalmente, em um período de 5 anos (de 

março/2018 a março/2023) totalizando 60 amostras. Os parâmetros limnológicos 

foram coletados diretamente na superfície da represa com auxílio da sonda 

multiparamétrica HORIBA modelo U-50. Foram coletados 20 litros de água para 

posterior análises realizadas em laboratório. Os dados meteorológicos foram obtidos 

através do Centro Integrado de Informações Agrometeorológicas (CIIAGRO), 

referentes ao período e à localização da amostragem. 

3.3. ANÁLISES EM LABORATÓRIO  

Para a análise da fração orgânica dos sólidos totais em suspensão (OSS), foi 

utilizado filtro GF-3 (poro 0.6 μm, 47 mm de diâmetro, Macherey-Nagel) calcinados 

em forno mufla a 450°C por 4 horas, processo realizado para eliminar a matéria 

orgânica presente no filtro evitando interferência no resultado final.  Após o processo, 

os filtros foram pesados (P0) e identificados previamente à coleta. Para realização da 

filtração foram utilizados 500 ml de amostra e, posteriormente, o filtro foi armazenado 

em papel alumínio e congelado em freezer -20°C. Com os filtros previamente secos e 

pesados (P1) foram colocados em forno mufla a 500 °C por 3 horas para a combustão 

da matéria orgânica. Em seguida, foram novamente pesados (P2). O valor do sólido 

orgânico em suspensão foi obtido pela diferença entre P1 e P2, correspondente à 

massa da matéria orgânica queimada. 

A irradiância fotossinteticamente ativa na superfície (I0) foi estimada a partir da 

aplicação da lei de Beer-Lambert, utilizando-se a profundidade de transparência da 

água obtida pelo disco de Secchi. O coeficiente de atenuação difusa da luz (Kd) foi 

calculado pela relação Kd = 1,7/secchi, sendo então utilizado para estimar a intensidade 

luminosa na profundidade da zona de mistura (Zm). A irradiância de cada profundidade 

foi calculada pela equação Iz = I0. e -Kd.z, onde Iz representa a irradiância a uma 

profundidade z . Dessa forma, a irradiância no fundo da zona de mistura (Izm) foi obtida 

considerando-se  z = Zm, expressa em µmol fótons m-2s-1(µE m-2 s-1). 

Os dados referentes ao pH foram coletados utilizando pHmetro Analion modelo 

PM 608.  

As amostras para microscopia foram coletadas, filtradas em funil com malha de 

250 μm acoplada, fixada em solução de Lugol, e armazenadas para quantificação e 
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identificação com microscópio óptico com contagem e identificação dos organismos 

(Utermöhl, 1958). 

Para análise de fósforo total (TP), amostras de água bruta foram armazenadas 

no freezer a -20°C até posterior análise realizada com a digestão da amostra e lidas 

em um sistema de cromatografia de íons Dionex ICS-1100 (Thermo Fisher). 

Para análise de carbono orgânico dissolvido (DOC), uma alíquota de 60 ml era 

armazenada em frasco âmbar e fixada com 10 µL de ácido fosfórico, sendo mantida 

a 4°C até posterior análise no analisador Shimadzu TOC-VCPH. 

Para análises moleculares, foram filtrados 150 ml de água em filtro 

policarbonato (poro 0,22 μm, diâmetro 47mm, GVS). A extração do DNA foi realizada 

utilizando Kit Qiagen® DNeasy PowerWater. O material foi amplificado nas regiões 

V3-V4 do gene 16S NGS 341F (CCTACGGGNGGCWGCAG) e 785R 

(GACTACHVGGGTATCTAATCC) (Klindworth A et al. 2013) e o gene 16S rRNA para 

eucariontes TAReukFWD1 (5'-CCAGCASCYGCGGTAATTCC-3') e TAReukREV3 

(TTTCGTTCTTGATYRA 5'-CA-3') (Stoeck et al., 2010).  

 

3.4. PROCESSAMENTO DOS DADOS MOLECULAR 

3.4.1. PROCESSAMENTO METABARCODING 

Os dados de metabarcoding foram sequenciados na plataforma Illumina MiSeq 

e processados usando o pipeline DADA2 (Callahan et al., 2016) para verificar 

qualidade, remoção de quimeras e atribuição taxonomia no software R (R core Team, 

2024).  

3.4.2. AMPLICONS DO 16S 

Após o processamento realizado com DADA2 (Callahan et al., 2016), a tabela 

resultante foi utilizada para realizar a atribuição taxonômica utilizando a ferramenta 

BLAST. Como base de dados foi utilizado o Phytoref (Decelle et al., 2015) para 

identificação dos organismos eucariontes autotróficos a partir dos cloroplastos. E para 

identificação de cianobactérias foi utilizada a base de dados SILVA (Quast et al., 

2013). Em conjunto foi utilizado a base de dados Phytool V2 (Canino et al., 2021) para 

identificação de ambos os grupos. Ao final, os resultados foram combinados para ter 

maior abrangência de informações com exclusão de identificações iguais para não ter 

duplicatas e manutenção dos grupos diferentes para ter complementação dos dados. 
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Em todo o processo de atribuições foi mantido somente as ASV com similaridade 

>97%.  

3.4.3. AMPLICONS DO 18S 

Para os dados de 18S, a atribuição taxonômica das ASV foi realizada usando 

a base de dados PR2 (Guillou et al., 2013), com a função DADA2 (Callahan et al., 

2016), novamente foi mantida somente ASV com similaridade >97%. 

 

3.5. ANÁLISES ESTATÍSTICA  

Todas as análises estatísticas foram realizadas no software R (R Core Team, 

2022). Como definição os resultados estatisticamente significativos foram 

considerados somente os com valores de p inferior a 0,05. 

Para avaliar diferenças na riqueza, equitatividade e índices de diversidade de 

Shannon e Simpson para cada método, foi aplicado o teste de Friedman. Quando 

observadas diferenças significativas, foram realizadas comparações par a par por 

meio do teste de Wilcoxon como análise pós-hoc. 

A análise de z-score foi realizada para avaliar o comportamento relativo das 

variáveis entre as amostras. Após a padronização, os valores positivos de z-score 

indicam observações acima da média da variável, enquanto valores negativos 

representam observações abaixo da média. 

As análises de Redundância Baseada em Distância (dbRDA - Distance-based 

Redundancy Analysis) foram executadas com o pacote Vegan (Oksanen et al., 2022) 

utilizando função a capscale, distância de bray-curtis, e variáveis padronizadas com a 

função decostand por standardize, Fator de Inflação da Variância (vif.cca) para 

verificar à colinearidade das variáveis ambientais com critério de VIF < 10, as variáveis 

colineares foram retiradas anterior ao início da execução do projeto. 

Todas as análises foram feitas a nível de gênero para padronização.  
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4. RESULTADOS 

4.1. PARÂMETROS 

A Tabela 1 descreve os resultados dos parâmetros ambientais registrados 

mensalmente durante as saídas de campo realizadas no reservatório do Broa/Lobo 

ao longo do período 2018 a 2025, fornecendo uma visão geral das condições físicas 

e químicas do ambiente.  

 

 
Tabela 01: Média,desvio padrão, mínimo e máximo dos valores dos parâmetros ambientais 

mensurados. 

Parameters Mean SD Min Max 

Dissolved Organic Carbon  (mg/L) 5.52 5.92 2.13 37.6 

Dissolved Oxygen (mg/L)  9.29 3.31 4.68 21.1 

Organic Suspended Solids (mg/L) 6.09 4.56 0.8 27.2 

pH 6.70 0.57 5.27 7.9 

cvdfdrewPhotosynthetically Active 

Radiation at the surface (µE m⁻ ² s⁻ ¹) 

488.26 388.11 128.71 1602 

Total phosphorus (mg/L) 33.41 11.27 15.17 73.5 

Water Temperature (°C) 24.27 3.01 18.78 28.9 

 

4.2. ABUNDÂNCIA RELATIVA 

Para entender a dinâmica da comunidade fitoplanctônica e visualizar como os 

diferentes métodos a descrevem foram feitos gráficos de densidade utilizando a 

abundância relativa para cada um dos métodos (Fig 2).  

Nos dados de 16S, notamos a dominância de picocianobactérias, 

especialmente Cyanobium, com dominância total e picos recorrentes de abundância.  

No 18S, com ausência de cianobactérias, observamos dominância do gênero 

Cryptomonas, que no 16S tem menor expressão, ao mesmo tempo que temos uma 

maior diversidade de grupos e uma distribuição mais equilibrada entre diferentes taxa 

de eucariotos, como Aulacoseira, Dictyosphaerium e Mallomonas. Além disso, 

notamos uma superestimação para o grupo dos Dinoflagelados (Gymnodinium, 

Ceratium e Peridinium) que não é vista na microscopia.   

Na microscopia, que capta tanto eucariontes quanto procariontes, observa-se 

a dominância do gênero Dolichospermum (Aphanizomenonaceae) que também é 
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captada pelo 16S, sendo uma das mais dominantes. E uma interação entre os outros 

grupos mais sutis, tendo manchas de aparecimento, no início, de Aphanocapsa, 

Botryococcus e Microcystis com a última se mantendo até o final de modo descontínuo 

e picos de ocorrência do gênero Raphidiopsis em dois momentos distintos de 

ocorrência.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2. Abundância dos principais gêneros identificados ao longo do tempo para os métodos de 16S, 18S e 

microscopia, respectivamente. Os grupos iguais presentes em cada um dos gráficos possuem as mesmas cores e 

diferentes cores distintas.  
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4.3.  GÊNEROS EXCLUSIVOS-COMPARTILHADOS DETECTADOS NAS 

ABORDAGENS DE SEQUENCIAMENTO E MICROSCOPIA 

O diagrama de Venn (Fig. 3A) evidencia diferenças marcantes na detecção de 

gêneros de fitoplâncton entre os três métodos avaliados (16S, 18S e microscopia). 

Observou-se um conjunto reduzido de táxons compartilhados pelos três métodos, 

indicando baixa sobreposição entre as abordagens. A maior interseção ocorreu entre 

a microscopia e o marcador 18S com 20 gêneros compartilhados, sugerindo maior 

concordância entre essas técnicas na identificação de grupos eucarióticos. Em 

contraste, o 16S apresentou um conjunto substancial de gêneros exclusivos, refletindo 

sua sensibilidade para detectar cianobactérias não observáveis pela microscopia. 

Essas diferenças evidenciam como cada método captura porções distintas da 

comunidade fitoplanctônica.  

O heatmap (Fig. 3B) evidencia diferenças claras no padrão de abundância 

relativa dos gêneros entre os métodos. O 18S apresentou maior variação nos valores 

padronizados (z-score), com destaque para picos positivos marcantes em gêneros 

com Ceratium, Gymnodinium e Peridinium, refletindo a tendência já observada de 

superestimação de dinoflagelados nessa abordagem. Em contraste, o 16S mostrou 

um padrão mais homogêneo, com poucas oscilações extremas, indicando 

predominância de grupos com abundâncias mais estáveis ao longo das amostras. Na 

microscopia, observou-se maior intensidade relativa dos gêneros Planktothrix, 

Microcystis e Raphidiopsis, que apresentaram valores positivos consistentes 

enquanto a maioria dos demais gêneros exibiu valores negativos ou próximos da 

média. 
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Fig 3. (A) Diagrama de Venn mostrando o número de gêneros compartilhados e exclusivos detectados pelos 

métodos 16S, 18S e microscopia. (B) Heatmap baseado em valores padronizados (z-score) representando a 

abundância relativa dos gêneros identificados por cada método, com cores variando de valores abaixo da média 

(azul) a acima da média (vermelho)   
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4.3. ÍNDICES DE RIQUEZA, DIVERSIDADE E EQUITATIVIDADE 

A riqueza, uniformidade e índices de diversidade apresentaram diferenças 

significativas entre os métodos (Fig. 2). A riqueza de táxons foi significativamente 

maior nas amostras processadas por 18S, seguida por microscopia, enquanto o 16S 

apresentou os menores valores. Indicando que o marcador 18S é capaz de detectar 

um número mais amplo de táxons, refletindo em maior sensibilidade na identificação 

de organismos, mesmo que identifique somente eucariotos. Em relação à evenness, 

os métodos 16S e 18S apresentaram valores mais elevados e estatisticamente 

semelhantes, indicando comunidades mais equilibradas em termos de abundância 

dos táxons detectados, enquanto a microscopia mostrou menor uniformidade, 

sugerindo que, nas análises morfológicas, a comunidade é dominada por poucos 

táxons abundantes. Os índices de diversidade de Shannon e Simpson apresentaram 

padrões de 18S exibindo as maiores médias, seguindo por 16S e, por último, 

microscopia.  

Fig 4. Cálculo de riqueza, equitatividade e índices de diversidade de Shannon e Simpson para 

cada um dos métodos. As letras indicam significância estatística (p<0.05). 
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4.5. ANÁLISE DE REDUNDÂNCIA BASEADA EM DISTÂNCIA (dbRDA) 

As análises de dbRDA indicaram efeito significativo das variáveis ambientais 

sobre a estrutura das comunidades fitoplanctônicas em todos os métodos avaliados 

(p< 0.001). A variáveis ambientais não colineares selecionadas foram as mesmas para 

os três métodos, sendo elas: DOC, Izm, OD, OSS, pH, temperatura da água e TP, 

sendo que há diferenças em suas ordenações além da distribuição das amostras e 

explicabiliade dos eixos.  

No 16S, os dois primeiros eixos explicaram 70,3% da variação total, com 

destaque para oxigênio dissolvido, DOC, OSS, TP e pH como variáveis mais 

correlacionadas com a ordenação. Para o 18S, os dois primeiros eixos explicaram 

60,6% da variação, e as variáveis mais associadas à estrutura comunitária são IZM e 

TP em posições opostas comparadas ao 18S. Na microscopia, os eixos explicam 

83,8% da variação total, com IZM e TP se sobressaindo, apresentando maior 

influência. Além disso, nos três métodos não é identificado uma tendência de divisão 

entre os períodos de chuva e seca, demonstrando ausência de sazonalidade no 

ambiente.  
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Fig 5. Análise de Redundância Baseada em Distância (dbRDA) para o nível taxonômico de gênero 

mostrando a relação entre variáveis ambientais e a estrutura da comunidade biológica. Os eixos 

representam as componentes principais da dbRDA, explicando a variação dos dados em função das 

variáveis ambientais. As setas indicam a direção e magnitude da influência das variáveis ambientais 

na distribuição das amostras. As análises foram realizadas para três métodos distintos: 16S, 18S e 

microscopia, respectivamente. A cor azul indica os momentos de chuva e verde seca. 
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4.6.  INFLUÊNCIA DAS VARIÁVEIS AMBIENTAIS PELOS DIFERENTES 

MÉTODOS 

Os valores estatísticos F contribuem para a explicação da influência das 

variáveis na comunidade ilustrando a importância de cada variável na estruturação da 

comunidade permitindo identificar quais seriam relevantes moldando a composição e 

distribuição dos grupos. Ao compararmos os diferentes métodos notamos uma 

irregularidade nas variáveis ambientais que os influenciam. Observamos um aumento 

no número de variáveis explicativas na direção de 18S, 16S e microscopia com 

aumento também nos valores estatísticos F (fig. 6), que pode indicar maior força e 

detalhamento das variáveis ambientais seguindo a mesma ordem (18S, 16S e 

microscopia). Diminuindo a influência de fatores estocásticos e interações biológicas.  

 

Fig 6. Valores do estatístico F para as variáveis ambientais analisadas dos três métodos distintos (16S, 

18S e microscopia). Os gráficos mostram a influência das variáveis a nível de gênero. Valores de F 

mais altos indicam maior influência da variável na estruturação dos dados. Em vermelho é indicado o 

método de 16S, azul 18S e vermelho microscopia. Os asteriscos (*) indicam as variáveis 

estatisticamente significativas dentro de cada método. 



 

26 

4.7  PROPORÇÃO ACUMULADA DA VARIÂNCIA EXPLICADA PELOS 

EIXOS NA ANÁLISE dbRDA 

A proporção acumulada da variância explicada pelos eixos resultantes da 

dbRDA indica que os métodos se diferenciam no detalhamento do ambiente, se 

fazendo necessário um maior número de eixos para o entendimento da comunidade 

e sua estrutura. A microscopia apresentou maior proporção de variância explicada 

pelos primeiros eixos, seguido de 16S e 18S. Nos três cenários, os dois primeiros 

eixos são responsáveis por mais de 60% da variação total, indicando que a maioria 

das respostas da comunidade fitoplanctônica às variáveis ambientais é capturada nos 

eixos principais. Porém, o método que fornece sempre o maior detalhamento é a 

microscopia (fig 7).  

 

 
Fig 7. Proporção acumulada da variância explicada pelos eixos da dbRDA. Os gráficos mostram a 

variância explicada à nível de gênero, o eixo X representa os eixos da dbRDA (CAP1, CAP2, etc.), e o 

eixo Y representa a importância cumulativa da variância explicada. Em vermelho é indicado o método 

de 16S, em azul 18S e em verde microscopia. 

 



 

27 

5. DISCUSSÃO 

As diferenças observadas entre os métodos refletem tanto suas limitações 

técnicas quanto o tipo de informação ecológica que cada abordagem é capaz de 

fornecer. Na dinâmica da comunidade (Fig. 2) utilizando o método de 16S, 

observamos as flutuações de cianobactérias e picocianobactérias exibindo um padrão 

dinâmico com alternância de dominância, ausência de ciclos previsíveis e expondo a 

capacidade de antecipação de períodos de florações, facilitando o monitoramento de 

blooms (Fig. 2). Por outro lado, são encontradas limitações na aplicação do método 

16S relacionada à disponibilidade e à qualidade das bases de dados de referência 

para o 16S plastidial (das microalgas). A maioria dessas bases foram desenvolvidas 

voltadas para ambientes marinhos e de regiões temperadas do hemisfério norte, com 

pouca representatividade de ecossistemas de água doce tropicais (Decelle et al., 

2015; Canino  et al., 2021; Ramakodi, 2022; Gelis et al., 2024). Essa lacuna limita a 

identificação taxonômica de muitos grupos, limita o monitoramento do ambiente 

ocultando grupos abundantes que ofereçam risco à qualidade da água. 

Quanto ao método de 18S, a discrepância na quantificação dos gêneros 

Gymnodinium, Ceratium e Peridinium (Fig. 3B), pertencentes ao grupo dos 

dinoflagelados, ocorre devido ao grande tamanho do genoma do grupo. Essa 

característica amplifica o número de leituras nos métodos moleculares resultando na 

superestimação do grupo (Santoferrara et al., 2020). Consequentemente, há um viés 

na quantificação, gerando erros na descrição da comunidade fitoplanctônica local. 

Ademais, a superestimação de dinoflagelados pode levar a um erro no entendimento 

do local, dando a falsa impressão de ocorrência de uma floração que não está 

acontecendo. Esse erro de percepção pode induzir conclusões incorretas sobre a 

qualidade da água, já que florações reais podem alterar sabor e odor da água, causar 

depleção de oxigênio, e, quando não controlada, impacta negativamente a dinâmica 

de outro fitoplâncton (Wiese et al., 2010; Ewerts et al., 2018; Amorim, et al., 2021).   

A microscopia expõe uma limitação na identificação de picocianobactérias, que 

tendo um tamanho em torno de 0,2 a 2,0 μm, são imperceptíveis e indiferenciáveis em 

microscopia invertida (Rutten et al., 2005; Brewin et al., 2014). Essa limitação interfere 

diretamente no monitoramento e garantia da qualidade da água, uma vez que se perde 

uma parte importante da comunidade, que é muito relevante principalmente em 

ambientes tropicais (Sarmento,  2012). 
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Por outro lado, a microscopia obteve um bom resultado na identificação de 

grupos de cianobactérias que oferecem risco ao ambiente, uma vez que se sobressai 

na identificação e quantificação dos grupos Planktothrix (Kurmayer et al., 2005), 

Microcystis (Dawson, 1998; Rastogi et al., 2014) e Raphidiopsis  (Wu et al., 2022) 

frente ao molecular do 16S  (Fig. 3B).  

Através dos índices de riqueza, diversidade e equitabilidade (Fig. 4) 

corroboramos o maior poder de resolução dos métodos moleculares, detectando tanto 

os organismos dominantes quanto raros. Enquanto a microscopia mantém a tendência 

de subestimar a presença de táxons menos abundantes ou de difícil identificação e 

diferenciação morfológica em microscopia (Simunovic et al., 2023; Mikhailov et al., 

2025).  De modo geral, os resultados mostram que as estimativas de diversidade 

variam conforme o método utilizado, com os marcadores moleculares revelando uma 

estrutura comunitária mais diversa e equilibrada, enquanto a microscopia enfatiza 

grupos morfologicamente dominantes, dando luz a um ambiente mais homogêneo e 

estável.   

A análise multivariada (Fig. 5), evidencia que há variações na estrutura da 

comunidade conforme o método utilizado. Apesar das variáveis selecionadas serem 

as mesmas, a ordenação e importância em conjunto com a distribuição da 

comunidade são diferentes.  

A única convergência encontrada é a ausência de um padrão na distribuição 

das amostras na análise, o que demonstra a ausência de sazonalidade no ambiente. 

Essa é uma característica comumente observada nos trópicos, que diferente de 

regiões temperadas não são demarcadas por sazonalidade, mas provavelmente por 

ciclos plurianuais de longo prazo (Rugema et al., 2019).  

As diferenças observadas nos valores estatísticos F (Fig. 6) entre os métodos 

indicam que a força e o número de variáveis ambientais associadas à comunidade 

variam conforme a abordagem. Essa variação reflete as particularidades de como 

cada método retrata o ambiente e capta diferentes níveis de resposta ecológica. No 

16S, há influência significativa das variáveis pH, oxigênio dissolvido (OD) e sólidos 

orgânicos em suspensão (OSS), indicando que a comunidade microbiana detectada 

por essa abordagem responde fortemente a gradiente físico-químicos que influenciam 

no metabolismo e fotossíntese. A associação com o OD e OSS sugere uma 

comunidade dominada por cianobactérias e outros organismos fotossintéticos 
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adaptados a ambiente com flutuações na disponibilidade de luz e nutrientes (Paruch 

et al., 2020; Barjau-Aguilar et al., 2025). 

 No 18S, a resposta é mais ampla, com demasiada importância da irradiância 

no fundo da zona de mistura (IZM), sugerindo uma comunidade eucariótica mais 

heterogênea. Essa diversidade de respostas pode estar associada à presença de 

organismos além de autotróficos, os mixotróficos, em que a abundância é dependente 

de um complexo de fatores e pressões ambientais que são generalizados pela 

irradiação local (Dobbertin da Costa et al., 2024)   

Na microscopia, temos os maiores valores de F e a maior quantidade de 

significâncias. Sendo o método mais representativo das condições ambientais 

predominantes, As variáveis como pH, irradiância no fundo da zona de mistura, 

oxigênio dissolvido e fósforo total se destacaram, refletindo uma resposta da 

comunidade ao gradiente físico-químico e a disponibilidade de nutrientes no ambiente 

que são importantes modeladoras da composição fitoplanctônica.  

Na variância explicada pelos eixos (Fig. 7), em ambos os métodos moleculares 

há necessidade de um maior número de eixos para representar adequadamente o 

ambiente, refletindo maior resolução taxonômica e sensibilidade desses métodos, 

capazes de detectar grupos raros ou menos abundantes (Simunovic et al., 2023; 

Mikhailov et al., 2025) (Fig. 2; Fig. 3B) como respostas às condições ambientais sutis. 

Embora haja uma distribuição mais gradual da variância com a necessidade de maior 

número de eixos para se ter maior detalhamento, pode haver um excesso de 

informação, tornando a interpretação altamente complexa devido à alta 

dimensionalidade. Por outro lado, na microscopia observamos a variância acumulada 

rapidamente explicada (Fig. 7), sugerindo que ainda é o método mais eficaz em 

representar os principais gradientes ambientais que estruturam a comunidade, 

principalmente quando somamos aos resultados obtidos na influência das variáveis 

ambientais (Fig. 6). No entanto, a grande explicabilidade encontrada no método em 

um menor número de eixos ao mesmo tempo que facilita a interpretação e 

entendimento do ambiente, pode levar a simplificação demasiada de informação e 

gerar superficialidade na análise.  
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6. CONCLUSÃO  

 De modo geral, os resultados demonstram que há uma diferença na forma 

como cada método percebe e reflete as variações ambientais. A comparação entre 

microscopia, 16S e 18S revela que cada abordagem fornece uma perspectiva distinta, 

porém complementar, sobre composição, diversidade e a organização das 

comunidades no ambiente de água doce tropical. 

Os métodos moleculares demonstraram maior capacidade de resolução 

taxonômica, detectando organismos raros e grupos subestimados pela microscopia. 

Tal sensibilidade ampliada permitiu captar respostas ecológicas associadas a 

gradientes físico-químicos sutis, refletindo uma estrutura comunitária mais diversa, 

complexa e ecologicamente responsiva. No entanto, as lacunas relacionadas à base 

de dados, e o viés de superestimação de dinoflagelados no 18S, mostram que 

interpretações devem ser feitas com precaução.  

A microscopia, ainda se destaca na robustez e confiabilidade para grupos 

morfologicamente característicos, como cianobactérias. E, apesar de subestimar a 

diversidade, ela capturou com maior clareza os principais gradientes que estruturam 

a comunidade, entregando uma percepção mais sintética do ambiente que, embora 

menos detalhada, mantém forte aplicabilidade para o monitoramento.    

Por fim, os resultados confirmaram que a combinação entre métodos 

tradicionais e moleculares pode aprimorar consideravelmente a análise da 

comunidade fitoplanctônica, fornecendo uma visão mais abrangente e precisa de sua 

dinâmica e das respostas às variações ambientais. 
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