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ANEXO 5 - MANGUEZAL
MATERIAL SUPLEMENTAR - A5MS

1 METODOLOGIA DE COLETA E ANALISE

1.1 CARACTERIZACAO DA DINAMICA ESTUARINA NOS RIOS SAO MATEUS, MARIRICU E
PIRAQUE

Com a finalidade de caracterizar o comportamento hidrodindmico nas regifes estuarinas dos rios
Sao Mateus (Cricaré), Mariricu (Barra Nova) e Piraqué-Acu-Mirim (Santa Cruz), foram executados
0s monitoramentos descritos a seguir. As areas de estudo do comportamento hidrodindmico

correspondem aos locais 1 (Piraqué-Agu e Mirim), 5 (Mariricu) e 6 (S&o Mateus).

As estacBes amostrais foram distribuidas de forma que uma estivesse localizada na foz do estuario
e outra mais a montante, possibilitando inferéncias sobre a dindmica estuarina de cada local. Nesses
locais, foram monitorados os fluxos d'agua, além dos pardmetros salinidade e temperatura. O
acompanhamento dos niveis d'dgua foi feito a partir de marégrafos instalados junto as
desembocaduras dos estudrios. As localizagbes das estacdes amostrais estdo apresentadas nas
Figura 1, Figura 2 e Figura 3 e Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 3.

Figura 1: Mapa de localizagdo dos pontos de monitoramento do PMBA, no estuario do rio Sdo Mateus (Cricaré).
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Tabela 1: Coordenadas UTM dos locais de monitoramento do PMBA, no estuario do rio Sdo Mateus.

Ponto Coordenadas UTM (Datum SIRGAS 2000 - 24K)
Leste Norte
marégrafo 422.524 7.943.976
adcp5 (foz) 422.170 7.943573
adcp4 (montante) 419.145 7.939.355

Figura 2: Mapa de localizagdo dos pontos de monitoramento do PMBA, no estuério do rio Mariricu (Barra Nova).
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Tabela 2: Coordenadas UTM dos locais de monitoramento do PMBA, no estuério do rio Mariricu (Barra Nova).

Coordenadas UTM (Datum Sirgas 2000 - 24K)

Ponto
Leste Norte
marégrafo 421.596 7.853.688
adcp1 (foz) 421.188 7.904.318
adcp3 (montante) 420.650 7.911.549

Anexo 5 — Manguezal
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Figura 3: Mapa de localizagao dos pontos de monitoramento do PMBA, no estuério do Piraqué-Agu-Mirim (Santa Cruz).
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Tabela 3: Coordenadas UTM dos locais de monitoramento do PMBA, no estuério do sistema estuarino Piraqué-Agu-Mirim.

Ponto Coordenadas UTM (Datum Sirgas 2000 - 24K)

Leste Norte
marégrafo 377.935 7.792.976
adcpl (foz) 378.242 7.793.376
adcp2 (Piraqué Agu) 375.194 7.796.699
adcp3 (Piraqué Mirim) 371.444 7.794.858

As medigdes dos fluxos d’agua foram feitas com ADCP (Acoustic Doppler Current Profiler) River Ray
e processados no software Winriver 1l da RD Instruments. As medi¢cdes foram feitas durante
aproximadamente 12 horas, de forma a monitorar um ciclo de maré, em campanhas mensais,

abrangendo as diferentes marés e vazdes nos estuérios.

Os niveis d’dgua foram medidos com um sensor de pressdo da marca HOBO. Os pardmetros
temperatura e salinidade foram medidos in situ com sonda multipardmetros. Nas seis primeiras
campanhas esses parametros foram medidos com sonda Quanta, na superficie e fundo. Nas demais

campanhas foi realizada perfilagem com sonda CTD.

Anexo 5 — Manguezal 9
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1.2 INUNDAGAO FLORESTAS DE MANGUEZAL

1.2.1 Condi¢cBes de amostragem

Para averiguar a condigcdo de inundacao nos diferentes tipos fisiograficos e locais no estuario, em
cada area de estudo foi implantado sensor de nivel da agua (HOBO® U20 Titanium Water Level
Logger) que coleta informacgdes sobre a presséo absoluta local e permite a converséo dos resultados

em nivel de agua (m).

Em funcdo do nimero de equipamentos disponiveis, ndo houve coleta de informacéo para todas os
locais no estuario no mesmo dia. Para processamento dos resultados registrados pelo sensor de
inundacdo foi considerada densidade do fluido para agua salobra (1.010,000 kg/m3) e como
parametro para compensacao barométrica o nivel do mar. Desta foram, apés o registro de dados de
pressao dado pelo sensor, é possivel a conversdo dos dados de pressdo em nivel da agua,

mecanismo executado pelo programa Hoboware®.

Cada sensor de presséao foi instalado em locais protegidos (camuflados para evitar roubos) no interior

das florestas de mangue por periodo de 24 horas para avaliar todo ciclo de maré.
1.2.2 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk). Os parametros nao
apresentaram normalidade e, assim, os testes ndo paramétrico Mann-Whitney e Kruskal-Wallis
foram utilizados (ZAR, 1996). Para averiguar as diferencas entre franja e bacia no mesmo ponto e
estuério foi utilizado o teste Mann-Whitney. Ja para verificar diferengas dos tipos fisiograficos (franjas
ou bacias) entre pontos (1, 2 e 3) e margens estuarios (direita e esquerda), dentro de cada estuério,
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Nas analises estatisticas empregou-se Excel ou o pacote de
tratamento estatistico Statistica (STATSOFT®).

Considerou-se como nivel de significancia estatistica o a igual a 0,05.

Anexo 5 — Manguezal 10
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1.3 CARACTERIZAGAO MINERALOGICA DOS SEDIMENTOS

1.3.1 Coletade sedimentos

As amostras de sedimento foram coletadas semestralmente nas zonas intertidais dentro dos
manguezais nos periodos de outubro/2018 (chuvoso 2018/2019), junho e julho/2019 (seco 2019),
outubro/2019 (chuvoso 2019/2020) e janeiro e fevereiro/2020 (chuvoso 2020). Apenas na época de
janeiro e fevereiro de 2020 foram coletadas amostras somente na profundidade de 0-5 cm para
analise de metais. Apds a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos previamente
identificados, mantidos em temperatura controlada e levados para o laboratério e armazenados sob

refrigeracédo a 10° C negativos.
As amostras de sedimentos foram coletadas em todos os pontos propostos (Tabela 4). A saber:

Aracruz (Rio Piraqué-Acu e Rio Piraqué-Mirim); Barra do Riacho; Regéncia; Urussuquara; Barra
Nova; S&o Mateus, Conceicdo da Barra e Caravelas. Em todos os pontos de amostragem foram
coletados sedimentos, na margem esquerda e direita (Quando havia), na parte de franja e bacia
(quando havia) em trés pontos e duas profundidades, totalizando 128 amostras em cada periodo de
amostragem. Exceto na época de janeiro e fevereiro de 2020 que foram coletas 64 amostras

somente na profundidade de 0-5 cm para analise de metais.

Tabela 4: Coordenadas geogréficas das estagdes de coleta.

Cddigo da Numero de
Nome da estacéo estacéo amostras Localidade S \W
amostral
Rio Piraqué-Acgu - PA 24 Aracruz-ES 19°57°45”S | 40°08'48"W
Rio Piraqué-Mirim -PM 24 Aracruz-ES 19°57°45”S | 40°08'48"W
Barra do Riacho -BR 6 Barra do Riacho | 19°49'46”S | 40°03'49"W
Regéncia -RE 6 Regéncia 19°38'42”S | 39°49'19"W
Urussuquara -UR 8 Urussuquara 19°07°37”S | 39°43'20"W
Barra Nova -BN 12 Barra Nova 18°57°03”S | 39°44'23"W
Meleiras -SM 12 S&o Mateus-ES | 18°37°01”S | 39°45°30"W
Conc. da Barra -CB 12 CO”C":J‘SBa"a’ 18°37°06"S | 39°48'53"W
Caravelas -CV 24 Caravelas-BA 17°45°17”°S | 39°16°58"W

Anexo 5 — Manguezal 11
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1.3.2 Granulometria

Em laboratério foram separados cerca de 50 gramas da amostra bruta para a analise granulométrica.
Primeiramente, foi feito a lavagem da amostra com agua para a retirada dos sais por meio da técnica
de decantacdo em Becker de 1 L por trés vezes. Posteriormente, foi feito a separacdo das fracdes
grossa (areia + cascalho) e fina (silte + argila), na qual procede-se colocando a amostra lavada em

peneira com abertura igual a 63 um sob agua corrente.

O Becker contendo a fracédo fina foi deixado em repouso até completa deposi¢cdo do sedimento em
suspensdo. ApOs a decantacdo, 0 excesso de agua foi drenado cuidadosamente com uma
mangueira e a amostra seguiu para remocao da matéria organica total por queima com peroxido de
hidrogénio (H202) & 30%. Em capela de exaustdo de gases, posicionou-se o Becker contendo a
fracdo fina sobre uma chapa aquecedora (& 70°C) e adicionou-se delicadamente (reagéo forte) o
H202a amostra com o auxilio de pisseta até que ocorresse a reagdo. Apos adicdo do H202, deixou-
se o Becker sobre a chapa aquecedora ligada por, no minimo, 6h para digestdo completa.
Terminadas as 6h, foi checado se o sedimento ainda estava reagindo (borbulhar) com a adic&o de
mais H202. O procedimento de queima continuou até que ndo houve mais reacao (borbulhamento)
com a adi¢@o de mais H202 ao sedimento. Terminada a queima, a amostra foi lavada trés vezes no
proprio Becker seguindo o mesmo procedimento descrito para a remoc¢éo de sal (lavagem seguida
de decantagdo). Nestas amostras, a fracdo lama foi analisada empregando-se o granulémetro a
laser, Mastersizer 2000 da Malvern Instruments de acordo com a metodologia adaptada de Dias
(2004).

O Becker contendo a fracdo grossa (ap0s a &gua ser drenada) foi levado a estufa a 40°C para
secagem da amostra. Apés seco, o sedimento foi pesado e seguiu para o fracionamento via seca. A
fracdo areia foi passada pelo peneiramento a seco, que consiste em utilizar conjunto de peneiras
com telas de malhas de 2 mm a 0,063 mm colocadas em um agitador mecéanico durante 15 minutos.
ApOs peneiramento cada por¢do do sedimento de acordo com sua granulometria foi pesado e
planilhado. A escala granulométrica utilizada foi a de Wentworth (1922), em que as fragdes maiores
que 0,063 mm sao classificadas como areias/granulos e as menores, como silte/argila (SUGUIO,
1973).

1.3.3 Matéria Organica Total

O teor de matéria organica total (MOT) presente nos sedimentos foi mensurado por meio do método
de calcinacdo, que consiste na queima da MO em altas temperaturas. Para isso, foram pesadas 2 g
de cada amostra de sedimento. Essas amostras pesadas foram colocadas em cadinhos de porcelana
e submetidas a temperatura de 450 °C na mufla, durante 4 horas. A massa de MOT é definida pelo
peso do sedimento antes da queima na mufla subtraido do peso apés a queima na mufla segundo

método Walkley-Black modificado (EMBRAPA, 2011). O teor é a conversdo deste valor em

Anexo 5 — Manguezal 12
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porcentagem, podendo-se encontrar a concentragdo de MOT presente nas amostras por meio do

célculo:

Pf x100

MOT = Pi

Onde Pf é o peso final e Pi é o peso inicial das amostras.

1.3.4 Carbonato de Célcio

Cerca de 20 g da amostra bruta liofilizada foi pesada e transferida para um Becker previamente
pesado. Apés, o Becker contendo o sedimento seco e ja pesado foi colocado em uma capela de
exaustdo de gases para a adicdo lenta e gradual de HCI (30%) com o auxilio de pisseta. O
procedimento continua até que a adicdo de HCI ndo provoque mais reacdo (borbulhamento).
Terminada a queima do carbonato, o sedimento foi lavado trés vezes com agua e seco em estufa a
40°C. Apos seco, o Becker com o sedimento fio novamente pesado e o teor de carbonato de célcio
é o sedimento pré-queima subtraido do sedimento po6s-queima corrigido para porcentagem,

conforme método primeiramente reportado por Gross (1971).

1.3.5 Metais

A andlise de metais em sedimentos foi realizado segundo método US EPA 3051A (USEPA, 2013),
que preconiza a digestdo de cerca de 0,50 g de solo, seco e homogeneizado, em 10 mL de HNOs
em tubos de Teflon com o uso do forno micro-ondas (CEM, MARX X-PRESS) seguindo os seguintes
parametros: 12 rampa de temperatura 25°C a 175°C em 5:30min. e a 22 rampa de 25°C a 175°C em
4:30min., ambas em poténcia de 1600 W. A solugéo foi entéo resfriada e filtrada utilizando o filtro
Whatman n° 1 e diluida para 100 ml num bal&o volumétrico e as solugbes analisadas pelo ICP -MS
(Espectrometria de massa de plasma indutivamente acoplada; Agilent, CX7500). Os elementos
analisados pelo ICP-MS foram: Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, V e Zn. Material de
referéncia (SS-2, Enviro MATTM) foi analisado para certificagcdo do método e porcentagens de

recuperacao desses elementos.

1.3.6 Difratometria de Raio-X

A analise de difratometria de raio-X foi realizada nos pontos 1 (P1), franja (F), direita (D) de
cada estuério, quando havia, apenas na profundidade de 0-5 cm. A identificacdo dos componentes
do sedimento de manguezal foi realizada por difratbmetria de raios X (DRX), em aparelho RIGAKU
6000 com radiagdo CuKa, operado a 40 kV e 15 mA, com varredura de 4 a 70 °26 e passo de
0,02 °26/s. As amostras foram montadas em laminas escavadas (montagem em pd — nao
orientadas). Para a distincdo dos argilominerais 2:1 e confirmagdo da presenca de clorita foi
necessario a realizacdo de pré-tratamento de saturagdo catidnica (K e Mg), solvatacdo com

etilenoglicol e aquecimento (550°C) necessarios para a diferenciagcao/confirmacéo dos filossilicatos,

Anexo 5 — Manguezal 13
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sobretudo, aqueles inerentes aos picos de baixo angulo além do aquecimento das amostras para
andlise do comportamento expansivo e resisténcia ao aquecimento desses minerais. O conjunto foi
montado em suporte de vidro, apds pressdo suave da amostra sobre papel rugoso, de forma a
minimizar a orientagdo preferencial das particulas. As irradiacées variaram de 4 a 70 °26, com
intervalo de 0,02 °20 para cada segundo. Foi mantido o mesmo suporte para todas as amostras
analisadas, a fim de evitar possiveis alteracées dos espectros (largura ou intensidade de picos)

relacionadas com a mudanca da porta-amostra.

1.4  ANALISE FOLIAR DE MACRO E MICRONUTRIENTES
1.4.1 Coleta e processamento de amostras foliares

Foram realizadas coletas de amostras de folhas de 4 espécies vegetais: Avicennia schaueriana (Av);
Laguncularia racemosa (Lg); Rhizophora mangle (Rh) Talipariti pernambucense (Tp), de acordo com
sua ocorréncia nos manguezais de 9 localidades: Sdo Mateus (SM), Piraqué A¢u (PA), Piraqué Mirim
(PM), Costa das Algas (CA), Barra do Riacho (BR), Rio Doce (RD), Urussuquara (UR), Barra Nova
(BN) e Caravelas (CR), nos estados do Espirito Santo e Bahia. Foram coletados em bosques do tipo
franja e bacia nas margens esquerda e direita dos estuarios. O periodo de amostragem foi entre
outubro/2019 e fevereiro/2020.

A amostragem seguiu 0 seguinte protocolo: realizar a coleta manualmente com as maos limpas, sem
necessidade de luvas; retirar 20 folhas maduras completamente expandidas de cada individuo
amostrando cerca de cinco plantas por estacdo para obtencdo de amostras compostas com

aproximadamente 40 g.

Ap6s a coleta, as folhas foram acondicionadas em sacos de papel identificados de acordo com cada
estacdo amostral. As amostras foram secas em estufa de circulacdo forcada a 65°C até peso
constante. Em seguida as folhas foram moidas em moinho tipo Wiley (Marca Tecnal; modelo TE-
650/1) com peneiras de malha 20 e enviadas para a analise quimica para determinacdo de macro e
micronutrientes. Para a andlise foliar foram considerados o0s seguintes nutrientes: nitrogénio (N),
fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), sddio (Na), ferro (Fe), manganés
(Mn), zinco (Zn), cobre (Co) e boro (B). Também foram analisados os elementos chumbo (Pb) e

aluminio (Al).

O N-total foi determinado pelo método Kjeldahl, descrito por Bremner (1965). Os demais elementos
foram analisados ap6s mineralizacdo pela digestdo nitricoperclorica. O B foi determinado
colorimetricamente pelo método da Azometina H (Wolf, 1974), ap6s a mineralizacéo por via seca em
mufla a 550° C. O P foi dosado colorimetricamente pelo método de reducao do fosfomolibdato pela

vitamina C, de acordo com Braga & Defelipo (1974); o K, por fotometria de emissdo de chama; o Ca,
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Mg, Fe, Mn, Zn e Cu, por espectrofotometria de absorcdo atdbmica; e o S determinado por

turbidimetria do sulfato (Blanchar et al., 1965).

1.4.2 Andlise estatistica

Os dados de concentracdes de macro e micronutrientes foram submetidos aos testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Barttelt). Os dados apresentaram distribuicdo ndo-paramétrica.
Logo, as comparacdes entre 0s estuarios, entre as espécies e entre os periodos (seco e chuvoso)
foram determinadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparacfes
mdltiplas a posteriori (Teste de Dunn) (ZAR, 1996).0s programas Excel e o pacote de tratamento

estatistico Statistica (STATSOFT®) foram utilizados nas andlises supracitadas.

1.5 ATIVIDADE ANTIRRADICALAR
1.5.1 Coleta e processamento de amostras foliares
Amostragem em campo (mesmos pontos de coleta para analise foliar de macro e micronutriente)

A amostragem seguiu 0 seguinte protocolo: realizar a coleta manualmente com as méaos limpas, sem
necessidade de luvas; retirar 20 folhas maduras completamente expandidas de cada individuo
amostrando cerca de cinco plantas por estacdo para obtencdo de amostras compostas com

aproximadamente 40 g.

Apés a coleta, as folhas foram acondicionadas em sacos de papel identificados de acordo com cada
estacdo amostral. As amostras foram secas em estufa de circulacdo forcada a 65°C até peso
constante. Em seguida as folhas foram moidas em moinho tipo Wiley (Marca Tecnal; modelo TE-
650/1) com peneiras de malha 20 e enviadas para a analise quimica para determinacéo da atividade

antirradicalar. O periodo de amostragem foi entre outubro/2019 e fevereiro/2020.
1.5.2 Analises em laboratdrio
1.5.2.1 DPPH

As amostras de folhas secas e moidas foram pesadas (+0,5000 ou £1,0000 g cada) em balanca
analitica (BIOPRECISA, modelo Fa2104n, acuracia de 4 casas decimais) utilizando papel de
pesagem e transferidas individualmente para tubos Falcon de 15 mL previamente identificados.
Apés, foram adicionados 5 mL de metanol (HPLC PAI-ACS, marca Panreac) em cada tubo Falcon
utilizando uma pipeta automatica (NAVELAB). Os tubos Falcon foram fechados e colocados em
banho ultrassénico (SANDERS, modelo Soniclean 2) a 40 KHz por 160 minutos para extracdo. A
cada 40 minutos os tubos Falcon eram retirados do banho e agitados durante 30 segundos em um
agitador de tubos. Em seguida, os tubos Falcon foram colocados em uma centrifuga de bancada
(NOVA INSTRUMENTS, modelo NI1811-A) e centrifugados a 3400 rpm durante 20 minutos. O
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extrato sobrenadante dos tubos Falcon centrifugados foram transferidos para tubos de ensaio de 15
mL previamente identificados e de massa conhecida. A seguir, 0s tubos de ensaio foram postos em
estufa de secagem (DELEO, modelo A5SE) a 50°C até evaporacao total do solvente metanol e até
apresentacdo de massa constante de extrato seco na pesagem. Os tubos de ensaio com o extrato
seco foram pesados novamente e entao adicionados 5 ou 10 mL de metanol (dependendo da massa
inicial) utilizando uma pipeta automatica. Os tubos com o extrato seco foram colocados em banho

ultrass6énico por 5 minutos até total dissolugcdo do extrato no solvente.

Para os testes de atividade antioxidante com DPPH todas as solu¢cdes metanoicas dos extratos
secos foram diluidas em metanol (duas, cinco, dez ou vinte vezes), para que a absorbancia medida
se mantenha dentro da faixa de trabalho. As solugdes ja diluidas foram denominadas como solugées
de trabalho (ST). Os ensaios foram realizados adicionando aliquotas de 15 pL, 25 pL e 35 pL de
cada ST, em cubetas contendo 3,0 mL de solugdo metanoica de DPPH 0,2 mmol.L™* e a reagao foi
mantida ao abrigo da luz durante 60 minutos antes das medidas espectrofotométricas. Todas os
ensaios foram realizados em triplicata. As medidas foram realizadas em espectrofotdmetro Lambda
16 da marca Perkin Elmer, monitorando a absorbancia das amostras em 517 nm. Os brancos
consistem em 3,0 mL de metanol contendo 15 pL, 25 pL ou 35 pL da respectiva ST. O controle

negativo foi uma solugéo contendo apenas DPPH 0,2 mmol.L~! em metanol.

O célculo da porcentagem de inibicdo do radical DPPH foi realizado de acordo com a seguinte

equacao:

[A(a) — A(D)]

% inibida = <1 — 7[A(c) ~AD)]

) x 100 (Equagdo 1)
Onde A(a) é a absorbancia da amostra, A(b) é a absorbancia do branco, e A(c) é a absorbancia do

controle negativo.

A partir das porcentagens inibidas para cada concentragéo, foram determinados os valores de IC50
(concentragdo necesséria para inibir 50% do radical DPPH), por meio de regresséo linear. Como
todas as analises foram realizadas em triplicata, foram utilizados a média e o desvio padréo para

representar o IC50 de cada amostra (Apéndice).
1.1.1.1 RADICAS SUPEROXIDO, PEROXIL E HIDROXILA

A avaliacdo da capacidade de sequestrar radicais livres em relacéo ao radical superdxido foi baseada
na geragao do radical O2+- através do sistema enzimatico pela reacdo da hipoxantina catalisada pela
enzima xantina oxidase. Foram adicionados 100 pL de amostra a solugédo de reagdo, que consistiu
em 100pL de uma solugcéo de EDTA 30 mM; 100pL de uma solucdo 3 mM de hipoxantina e 200 pL
de uma solugéo 1,42 mM de Nitro Blue Tetrazolium (NBT). Ap6s a mistura foi mantida a temperatura
ambiente por trés minutos e, em seguida, adicionado 100 uL de uma solugdo de xantina oxidase

com concentracao 0,75 U.mL-1 completando-se o volume até 3mL com tampéao fosfato 0,05 M (pH
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7,4). A solucdo final foi entéo incubada em temperatura ambiente por 40 minutos e a absorbancia
medida em espectrofotémetro em 560 nm. A atividade de sequestro do radical superédxido foi

calculada utilizando a equacéo 2:

(5 —S3)

—— | X100 (Equacao 2
=0 (Equacgdo 2)

05 atividade antioxidante (%) = [1
Onde S, SB, C e CB sao as absorbancias da amostra, do branco da amostra, do controle e do branco

do controle, respectivamente.
1.1.1.2 METODO DO RADICAL ANION SUPEROXIDO (027)

A atividade antirradicalar das amostras em estudo e dos padrdes analiticos em diferentes
concentracdes frente ao radical hidroxila foi avaliada utilizando o método da 2-desoxi-D-ribose. O
FeClz* 6H20 e acido ascorbico foram preparados em agua mili-Q antes do uso. Em um tubo, onde
foi efetuada a reacdo adicionou-se 100 pL do extrato, 100 pL de EDTA 1 mM, 100 puL de FeClszs 6H20
1 mM, 100 pL de 2-desoxi-d-ribose 36 mM, 100 pL de H202 10 mM, e 100pL de de &cido L-ascérbico
1 mM em tampéo fosfato 25 mM (pH 7,4), apds o volume foi completado até 1,0 ml com tampéo
fosfato. Em seguida, a solugéo foi incubada a 37 ° C durante 1 h, sendo a reacéo interrompida pela
adicdo de 1,0 mL de TCA a 10% (m.v-1) e 1,0 mL de 1,0% de TBA (m.v'') em tampdao fosfato (pH
7,4). A mistura foi aquecida a 37°C durante 15 min. Apés, as amostras foram resfriadas e o volume
final ajustado para 5,0 ml com agua deionizada e a absorbancia medida em espectrofotometro em

532 nm. A atividade antioxidante das amostras foi calculada de acordo com a equacédo abaixo:

(S_S[:’)

AA. —(1—7j><100
OH -
(C Cﬂ) (Equacéo 3)

Onde S, SB, C e CB sao as absorbancias da amostra, do branco da amostra, do controle e do branco

do controle, respectivamente.
1.1.1.3 METODO DO RADICAL PEROXILA (ROO-)

A avaliacdo da atividade antirradicalar das amostras frente ao ROO- foi realizada pelo método
fluorimétrico, sendo utilizado diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH2-DA) como substrato. A
atividade antirradicalar contra o radical peroxil (AAROO-) das amostras foi determinada com base

na medida referente ao tempo de 30 minutos de reagéo e calculada conforme equacédo abaixo:

AA,, . = [1 - (FA_FAB)} 100
(F'S - E?B) (Equacao 4)

Onde FA é a absorbancia da amostra, com ABAP, FAB é a absorbancia do branco da amostra, sem
ABAP, FS é a absorbancia do solvente utilizado nas amostras, com ABAP, e FSB ¢é a absorbancia

do branco do solvente, sem ABAP.
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1.6 PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES
1.6.1 Coletade folhas

A coleta das folhas foi realizada nos diferentes estuarios (Piraqué Acu, Piraqué Mirim, Costa das
Algas, Rio Doce, Barra do Riacho, Urussuquara, Barra Nova, Sdo Mateus e Caravelas) com as
seguintes espécies: Rhizophora mangle, Laguncularia racemosa, Avicennia schaueriana e Talipariti
pernambucense. As amostras coletadas foram colocadas em sacos de papel kraft, previamente
identificados, e armazenadas em gelo até a chegada ao Laboratério de Ecologia de Manguezais.
Todo o material foi imediatamente armazenado em freezer a -30°C até o momento da extragéo. O
periodo de amostragem foi entre outubro/2019 e fevereiro/2020 (mesmos pontos de coleta para

analise foliar de macro e micronutriente).
1.1.1 Extracdo dos pigmentos

Amostras de 5 g de massa fresca congeladas a -30°C foram trituradas em nitrogénio liquido (N2) até
formar um po fino, o qual foi transferido para tubos de ensaio. A este po foi adicionado 15 mL de
solugéo de acetona 90% + de 0,5 g.L* de carbonato de célcio (CaCOs). Imediatamente apds esse
processo, os tubos de ensaio foram acondicionados em temperatura de 2°C por 24h para extracao
completa dos pigmentos (modificado de Arar, 1997). A partir dai as amostras foram filtradas e o

sobrenadante armazenado em frascos ambar a -30°C até a analise por espectrofotometria.

O procedimento de extracéo foi realizado de forma que os efeitos da luz, da temperatura e da agéo
enzimética sobre a degradacéo da clorofila fossem minimizados. As vidrarias contendo as amostras
foram protegidas contra a luz e os solventes de extracdo foram utilizados gelados. O tempo de
extracdo foi mantido ao seu minimo possivel, diminuindo assim a possibilidade de degradacdo dos

pigmentos analisados. Os tubos de ensaio foram vedados com papel aluminio e mantidos em gelo.
1.1.2 Analise em HPLC (Ano 1):

Uma aliquota do sobrenadante foi clarificada em filtro de seringa 0,45 pm e injetada em uma coluna
de fase-reversa. A separacdo dos pigmentos (modificado de Arar, 1997) foi realizada por
cromatografia liquida de alta pressdo em equipamento Waters “e2695 Alliance”, detector
espectrofotométrico de fotodiodos Waters “2998 Photodiode Array Detector” (PDA 2998), coluna
Waters “XBridge C18” (3,5 ym, 4,6mm x 50mm) e uma coluna guarda Waters “Symetry C18” (3,5
pm, 3,9 mm x 5 mm). O sistema de analise de dados cromatogréficos foi o software Waters Empower
3.

A fase mével foi composta por um gradiente linear de Metanol (eluente A), Acetato de amdnio 0,5M
(eluente B) e Acetona (eluente C) com o seguinte gradiente: 0 min (80:20:0 v/v/v), 2 min (80:20:0),
15 min (80:0:20), 17,5 min (80:0:20), 22 min (0:0:100), 25 min (80:20:0), 30 min (80:20:0). O fluxo da

fase movel foi constante a 1 mL/min-! e a temperatura da coluna ajustada para 25°C. O volume de
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injecdo foi de 50uL. O espectro de absor¢édo da clorofila foi ajustado entre 380 a 750 nm com

comprimento de onda de 440nm.

As marcas dos reagentes e materiais utilizados foram: Sigma-Aldrich, grau HPLC, = 99.9% de pureza
(acetona), Merck-LiChrosolv Reag. Ph Eur, grau HPLC, 99.9% de pureza (metanol), Sigma, para
biologia molecular, = 98% de pureza (acetato de aménio) e Sigma-Aldrich, BioXtra, = 99.0% de
pureza (carbonato de calcio). A agua foi filtrada em sistema Purelab Option-Q, Elga-Veolia. As
filtragens foram realizadas com papel filtro 12,5 cm Unifil e com filtro de seringa 25 mm 0,45 ym

PTFE Whatman. As seringas utilizadas foram de 3 ou 5 mL Luer-Lock SR.

Os pigmentos isolados foram identificados comparando seus espectros de absorbancia e tempos de
retencdo com os de padrdes de clorofila a (Sigma C5753, Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA)
e clorofila b (Sigma C5878, Sigma Chemicals Co. St. Louis, MO, USA). Esses padrdes sao

provenientes do espinafre e tem um grau de pureza de 99,99 %.

As curvas padrao para clorofila a e b foram preparadas entre 0,4 - 400 pg.Lt. Com as concentracdes
aplicadas e as areas obtidas para cada pico, efetuou-se uma analise de regressao linear, obtendo-
se assim as curvas padrdo. As areas dos picos encontrados nos extratos das amostras foram
interpoladas nas curvas padrdo para quantificar a concentracdo dos pigmentos existentes nas
amostras analisadas. Em seguida, o teor do pigmento na amostra foi calculado levando em
consideracgdo todas as diluigBes feitas ao longo do procedimento. A unidade final dos célculos foi
dada em ug.g* de massa fresca. Os dados de carotenoides foram calculados de acordo com Arnon

(1949) e foram expressos em pg.g-1 de massa fresca.
1.1.3 Analise em espectrofotometria (Transi¢ao):

O procedimento de extracdo dos pigmentos ocorreu como descrito acima (analise em HPLC — ano
1). Posteriormente, foram determinadas as leituras da densidade Otica em espectrofotbmetro
(Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 470nm, 645nm e 663nm. As
determinagdes das concentragfes dos pigmentos fotossintéticos foram realizadas de acordo com as

equagOes propostas por Wellburn (1994) e expressas em mg mL* de massa fresca:
Clorofila a = (12,25 x A663 — 2,79 x A645)
Clorofila b = (21,5 x A645 — 5,1 x A663)
Carotenoides = (1000 x A470 — 1,82 x Clor a — 85,02 Clor b/198

Onde: A470 = absorbancia em 470 nm; A645 = absorbancia em 645 nm; A663 = absorbancia em
663 nm
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1.7 ANALISES FOTOSSINTETICAS
1.7.1 Material vegetal e condicdes de amostragem

Para as medicdes da produtividade primaria (fluorescéncia da clorofila a, assimilacédo de CO: e trocas
gasosas), definiu-se um padrdo de amostragem, consistindo na aquisicdo dos dados em 6 folhas
consideradas jovens e completamente expandidas, sem indicios de senescéncia. Para atender a
este padrdo, foram amostradas as folhas do 2° par a partir do apice para a base do ramo. Estas
réplicas foram obtidas de 5 individuos jovens (amostras) de Rhizophora mangle com até 2 metros
de altura. Entretanto, quando da auséncia dessa espécie na parcela, foi selecionada aquela
dominante (Laguncularia racemosa, Avicennia schaueriana e Talipariti pernambucense), seguindo o
mesmo padrdo de amostragem (Quadro 1). Estes individuos receberam um lacre de identificagdo, o
gue possibilitou monitorar a produgdo primaria dos mesmos bimestralmente (Ano 1) e
trimestralmente (Transi¢&o). A aquisicdo dos dados foi feita sempre pela manh&, no mesmo intervalo

de tempo (entre 7 e 12 horas) em todas as parcelas.

Quadro 1: Espécies amostradas nas analises fotossintéticas por area/estagdo ao longo do PMBA.

Area Estacdes Espécie
Piraqué-Acgu Todas R. mangle
Piragué-Mirim Todas R. mangle
Costa das Algas CAl A. schaueriana
Costa das Algas CA2 R. mangle
Barra do Riacho Todas R. mangle
Rio Doce Todas T. pernambucense
Urussuquara UR1FE R. mangle
Urussuquara UR2FD, UR3FE e UR3BE L. racemosa
Barra Nova BN1FE, BN1BE, BN2FD, BN2BD, BN3BD R. mangle
Barra Nova BN3FD L. racemosa
S3o Mateus SM1FD, SM1BD, SM2FD, SM1FE, SM1BE, SM2FE, SM2BE,
SM3FE, SM3BE R. mangle
Sao Mateus SM3FE, SM3BE L. racemosa
CR1FD, CR1BD, CR2FD, CR3BD, CR1FE, CR1BE, CR2FE,
Caravelas CR2BE, CR3FE R. mangle
Caravelas CR2BD, CR3BE L. racemosa
Caravelas CR3FD A. schaueriana
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1.7.2 Fluorescéncia da Clorofila a

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas utilizando-se um fluorémetro portatil
Handy-PEA (Hanstech Instruments Ltd., King’s Lynn, Norkfolk, UK). As folhas foram previamente
adaptadas ao escuro por 30 minutos (FALQUETO et al.,, 2008) utilizando-se clipes foliares
(Hansatech Instruments, UK) para a oxidacdo completa da cadeia de transporte de elétrons. A
intensidade de fluorescéncia em 50 u (considerado como FO0), 100 us, 300 us, 2 ms (FJ), 30 ms (FI)
e a fluorescéncia maxima (Fm) foram registradas e utilizadas para os céalculos dos parametros do
teste JIP de acordo com Strasser et al. (2004) e Stirbet e Govindjee (2011). O parametro indicador
utilizado no relatério foi Plota — indice de conservagdo de energia dos fotons absorvidos pelo
fotossistema Il (FSII) para a reducédo dos aceptores finais do fotossistema | (FSI), uma vez que é
considerado um dos parametros mais sensiveis para medir a eficiéncia quéantica do FSII (SMIT et
al., 2009).

1.7.3 Assimilagdo de CO2 e trocas gasosas

Para as medidas da assimilagédo de CO:2 e dos parametros de trocas gasosas utilizou-se um medidor
portatil de fotossintese (Infrared gas analyzer, IRGA) modelos LCi, LCi T e Lcpro T (ADC, Bio
Scientific Ltd. Hoddesdon, England). Os seguintes parametros foram analisados como indicadores
neste relatorio: assimilagdo de COz (A - ymol m2s1) e eficiéncia do uso da agua (EUA - umol CO:2
mmol H20), calculada e determinada como: eficiéncia intrinseca no uso da agua (EUA - A/gs)
(SOBRADO, 2005).

1.7.4 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Barttelt). Os pardmetros fisiolégicos ndo apresentaram normalidade e, assim, o teste néo
paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado para as comparacdes entre 0s estuarios, entre as espécies
e entre os periodos (seco e chuvoso), seguido do teste de comparagdes multiplas a posteriori (Teste
de Dunn) (ZAR, 1996). A regido onde estdo inseridas as areas de estudo, regido tropical, é
caracterizada por um periodo seco (abril a setembro) e periodo chuvoso (outubro a marco)
(NOBREGA et al 2010; RRDM, 2019 RT 21, Anexo 5 Manguezal). Nas analises estatisticas basicas

empregou-se Excel ou o pacote de tratamento estatistico Statistica (STATSOFT®).

Analise de Componentes Principais (ACP) foi obtida por periodo (chuvoso 2018/2019, seco 2019 e
chuvoso 2019/2020) a fim de verificar padrées de sazonalidade entre os estuarios e espécies, para
da regid@o norte do Espirito Santo e sul da Bahia, sendo construida por meio de matriz de correla¢éo
dos dados (LEGENDRE e LEGENDRE, 1994), para isto empregou-se o programa R (R CORE
TEAM, 2019).

Considerou-se como nivel de significancia estatistica o a igual a 0,05 para todos os testes.
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1.8 DIAGNOSTICO SOBRE A FAUNA DO MANGUEZAL, COMPARTIMENTO CARANGUEJOS.
1.8.1 Desenho amostral

Em cada area de estudo parcelas fixas, denominadas estacGes, com aproximadamente 75 m2 foram
delimitadas ao longo do gradiente estuarino: estuario inferior (Setor 1), médio (Setor 2) e superior
(Setor 3) (Figura x). Em cada setor do estuario as estacdes foram demarcadas proximo as margens
direita e esquerda dos canais mais representativos. Para Ucides cordatus, em cada margem,
estacdes foram demarcadas em um bosque de manguezal de franja e em outro de bacia. Em relagéo
ao Cardisoma guanhumi, quando a area era larga o suficiente, foram demarcadas em cada margem
uma estacdo em zona de transicdo de manguezal para restinga e uma estacdo em zona de restinga
arbérea. As estacdes foram marcadas nos seus extremos com lacres plasticos numerados,
georreferenciadas utilizando o GPS Trimble Juno SA e fotografadas (etapa metodolégica descrita no
item Cartografia). O nimero de estag8es variou em funcao dos estudrios e das espécies, U. cordatus
e C. guanhumi. Esta variabilidade no nimero de estacdes amostradas em relagdo ao nimero de
planejadas, propostas no Termo de Referéncia, foi justificada pelo fato do ecossistema manguezal
nos estuérios do rio Riacho (Barra do Riacho) e Ipiranga (Urussuquara) apresentarem extensao
estreita na zona intertidal, ndo sendo possivel o estabelecimento das parcelas fixas em bosques de
bacia. A diferenca no nimero de estacdes entre as espécies justifica-se pela condicdo natural de
distribuicdo de C. guanhumi na faixa supratidal e pelo fato da espécie estar ameacada de extincao
por perda de habitat e sobreexplotacéo, dificultando a demarcacdo de esta¢cbes amostrais nos
estuarios monitorados no norte do Espirito Santo. Além da baixa densidade populacional desta
espécie, a dificuldade de encontrar areas com habitat propicio que sejam continuas e extensas
também limitou o desenho amostral. Isso se deve ao habitat naturalmente fragmentado, agravado
pela supresséo de vegetacao, bem como ao fato da faixa de planicie sujeita & inundagéo pelas marés

de sizigia mais extremas necesséria para o recrutamento da espécie ser relativamente estreita.

Em cada estacéo, pelo menos 3 quadrados de 5 x 5 metros foram demarcados, dentro dos quais as
seguintes atividades foram realizadas: contagem das galerias diferenciando-as em abertas,
fechadas (indicativo de ecdise) e vazias, identificadas pela auséncia de atividades biogénicas
(marcas de rastros, dejetos ou movimentacdo de substrato), para estimativa da densidade de
individuos (individuos m); e medigéo do diametro (menor e maior) da abertura de cada galeria, uma
vez que estas sao elipticas, para auxiliar na avaliagdo da estrutura populacional. As medi¢8es dos
diametros das galerias foram realizadas com o auxilio de paquimetro de ago (marca Digimess), com
precisédo de aproximadamente 0,03 mm, adaptado pela soldagem de prolongamentos em forma de
espatula de 10,5 cm de comprimento, 2 cm de largura e 3 a 4 mm de espessura (Figura 4), com base
no método descrito por Schmidt et al. (2008). A contagem das galerias permitiu a estimativa da
densidade populacional (individuos m-2), uma vez que cada galeria, aberta ou fechada, é habitada
por um individuo (SCHMIDT, 2006).
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As amostragens foram acompanhadas por catadores profissionais para a captura de individuos de
U. cordatus, realizada por meio da coleta manual, técnica conhecida como braceamento e
recomendada pelos 6rgdos ambientais. Apenas em Caravelas ndo foram coletados espécimes de
U. cordatus, pois para este manguezal ja existe uma longa série de dados, o que permitiu, de
imediato, a elaboracdo de uma regressao linear robusta o suficiente para transformar os valores de
didmetro de abertura de galeria em tamanho de cefalotérax (carapaca). Entretanto, até a obtencédo
de uma equacéo adequada as populacdes da espécie para o0 Espirito Santo, serdo utilizadas aquelas
descritas para o litoral sul da Bahia (SCHMIDT et al., 2008).

Armadilhas do tipo ratoeiras foram posicionadas na entrada das galerias para a captura de C.
guanhumi. Os espécimes coletados tiveram o sexo identificado por dimorfismo sexual externo
(formato do abdémen) (MELO, 1996) e o comprimento e largura do cefalotérax foram medidos com
paquimetro digital (sem adapta¢do) da marca Digimess, com precisdo de aproximadamente 0,03
mm (Figura 5), posicionado sobre a superficie dorsal da carapaca. Os individuos foram liberados no
proprio local de captura logo ap6s as mediges.

Fémeas ovigeras de U. cordatus foram coletadas nos estuarios Piraqué-Acu, Piraqué-Mirim, Ipiranga
(Urussuquara), Sdo Mateus e Caravelas para estimar a fecundidade, enquanto fémeas de C.
guanhumi foram coletadas apenas na foz do Rio Doce por se tratar de uma espécie ameacada de
extingdo. Tais fémeas foram transportadas em sacos de estopa até o laboratério de Ecologia do
Ecossistema Manguezal, localizado na Universidade Federal do Espirito Santo — Campus Séao

Mateus, para posteriores analises e tombamento das espécies no acervo do projeto.

As amostragens foram bimestrais estendendo-se de outubro de 2018 a setembro de 2019,
totalizando 6 periodos de coleta de dados (Campo 1 ao 6) no primeiro ano do PMBA e no periodo
de transicdo (outubro de 2019 a marco de 2020), as amostragens foram trimestrais como
apresentado nos Quadro 2 e Quadro 3 para U. cordatus e C. guanhumi, respectivamente. As células
preenchidas com a sigla Al (Amostras impossibilitadas de coleta por condi¢cdes ambientais) indicam
a auséncia de coleta de dados. As amostragens de C. guanhumi no Espirito Santo comegaram
efetivamente em novembro de 2018, pois no primeiro campo (Campo 1) a equipe dedicou-se a
conhecer as areas de ocorréncia da espécie, uma vez que ndo ha qualquer estudo relacionado a
esta espécie no norte do Espirito Santo, sendo a sua escala espacial de distribuicdo no ec6tono
manguezal/restinga desconhecida. O campo 1, em Caravelas, teve inicio em novembro de 2018 e,
portanto, a Ultima coleta de dados ocorreu em setembro de 2019.
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Figura 4: Paquimetro de ago da marca Digimess adaptado pela soldagem de prolongamentos em forma de espatula de 10,5

cm de comprimento, 2 cm de largura e 3 a 4 mm de espessura.

Figura 5: Paquimetro digital utilizado para medigao dos individuos capturados.

Quadro 2: Datas de amostragem dos campos nas estacdes para a espécie de caranguejo uca, Ucides cordatus (Linnaeus,
1763), monitoradas durante o primeiro ano (outubro de 2018 a setembro de 2019) e periodo de transicédo (outubro de 2019
a marco de 2020) do PMBA.

Estuério Estacd | Campo Campo Campo Campo Campo Campo Campo Campo
o) 1 2 3 4 5 6 7 8

Piraqué-Acgu PA1FD 28-out- 29-nov- 25-fev- 11-abr- 22-mai- | 17-jul-19 31-out- 16-jan-
18 18 19 19 19 19 20

Piraqué-Acgu PA1BD | 28-out- 28-nov- 25-fev- 8-abr-19 | 17-mai- | 17-jul-19 | 3l-out- 16-jan-
18 18 19 19 19 20

Piraqué-Acu PA2FD | 23-out- 23-nov- 22-fev- 9-abr-19 | 15-mai- | 16-jul-19 | 30-out- 23-jan-
18 18 19 19 19 20

Piraqué-Acu PA2BD | 23-out- 23-nov- 22-fev- 9-abr-19 | 15-mai- | 16-jul-19 | 30-out- 23-jan-
18 18 19 19 19 20

Piraqué-Acgu PA3FD | 22-out- 23-nov- 21-fev- 10-abr- 14-mai- | 16-jul-19 | 30-out- 15-jan-
18 18 19 19 19 19 20

Piraqué-Acgu PA3BD | 22-out- 29-nov- 21-fev- 10-abr- 14-mai- | 16-jul-19 | 30-out- 15-jan-
18 18 19 19 19 19 20

Piraqué-Acu PAL1FE | 24-out- 27-nov- 22-fev- 11-abr- 16-mai- | 17-jul-19 | 31l-out- 16-jan-
18 18 19 19 19 19 20

Piraqué-Acu PA1BE | 24-out- 27-nov- 22-fev- 11-abr- 16-mai- | 17-jul-19 | 31l-out- 16-jan-
18 18 19 19 19 19 20
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Piraqué-Acgu PA2FE 24-out- 27-nov- 22-fev- 9-abr-19 | 16-mai- | 17-jul-19 | 31l-out- 17-jan-
18 18 19 19 19 20
Piraqué-Acu PA2BE 24-out- 27-nov- 22-fev- 9-abr-19 16-mai- | 17-jul-19 31-out- 23-jan-
18 18 19 19 19 20
Piraqué-Acu PA3FE 22-out- 23-nov- 21-fev- 10-abr- 15-mai- | 16-jul-19 30-out- 15-jan-
18 18 19 19 19 19 20
Piraqué-Acgu PA3BE | 29-out- 23-nov- 21-fev- 10-abr- 15-mai- | 16-jul-19 | 30-out- 15-jan-
18 18 19 19 19 19 20
Piraqué-Mirim PM1F 28-out- 25-nov- 25-fev- 12-abr- 17-mai- | 25-jul-19 | 7-nov-19 | 22-jan-
D 19 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim PM1B 28-out- 24-nov- 25-fev- 12-abr- 17-mai- | 25-ul-19 | 7-nov-19 | 22-jan-
D 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim PM2F 26-out- 25-nov- 26-fev- 17-abr- 21-mai- | 24-jul-19 | 6-nov-19 | 22-jan-
D 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim | PM2B 27-out- 25-nov- 26-fev- 17-abr- 21-mai- | 24-jul-19 | 6-nov-19 | 17-jan-
D 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim PM3F 27-out- 26-nov- 27-fev- 16-abr- 21-mai- | 24-jul-19 | 5-nov-19 | 21-jan-
D 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim PM3B 27-out- 26-nov- 27-fev- 16-abr- 21-mai- | 24-jul-19 | 5-nov-19 | 21-jan-
D 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim | PM1FE | 28-out- 25-nov- 26-fev- 18-abr- 22-mai- | 25-jul-19 | 7-nov-19 | 23-jan-
18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim | PM1B 28-out- 24-nov- 26-fev- 18-abr- 22-mai- | 25-jul-19 | 7-nov-19 | 22-jan-
E 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim | PM2FE | 27-out- 25-nov- 26-fev- 17-abr- 22-mai- | 24-jul-19 | 6-nov-19 | 22-jan-
18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim PM2B 27-out- 26-nov- 26-fev- 17-abr- 22-mai- | 24-jul-19 | 6-nov-19 | 17-jan-
E 18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim | PM3FE | 27-out- 26-nov- 27-fev- 16-abr- 21-mai- | 23-jul-19 | 5-nov-19 | 21-jan-
18 18 19 19 19 20
Piraqué-Mirim | PM3B 27-out- 26-nov- 27-fev- 16-abr- 21-mai- | 23-jul-19 | 5-nov-19 | 21-jan-
E 18 18 19 19 19 20
Costa das CA1l Al Al 23-fev- 8-abr-19 | 24-mai- | 19-jul-19 | 8-nov-19 | 24-jan-
Algas 19 19 20
Costa das CA2 Al Al 23-fev- 8-abr-19 24-mai- | 19-jul-19 | 8-nov-19 | 24-jan-
Algas 19 19 20
Barra do BR1FD 30-out- 28-nov- 20-fev- 5-abr-19 23-mai- Al 28-out- 14-jan-
Riacho 18 18 19 19 19 20
Barra do BR2FD | 31-out- 28-nov- 20-fev- 5-abr-19 | 23-mai- Al 28-out- 14-jan-
Riacho 19 18 19 19 19 20
Barra do BR3FD | 30-out- 28-nov- 20-fev- 5-abr-19 | 23-mai- Al 28-out- 14-jan-
Riacho 19 18 19 19 19 20
Urussuquara | URL1FE | 8-nov-18 | 5-dez-18 14-fev- 2-abr-19 30-mai- | 1-ago-19 | 14-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Urussuquara | UR2FD | 7-nov-18 | 4-dez-18 13-fev- 1-abr-19 30-mai- | 2-ago-19 | 14-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Urussuquara | UR3FE | 7-nov-18 | 4-dez-18 13-fev- 1-abr-19 | 30-mai- | 1-ago-19 | 14-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Urussuquara | UR3BE | 8-nov-18 | 4-dez-18 13-fev- 1-abr-19 | 30-mai- | 1-ago-19 | 18-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Barra nova BN1FE | 21-nov- | 6-dez-18 24-jan- 27-mar- | 3-jun-19 14-ago- 19-nov- | 3-fev-20
18 19 19 19 19
Barra nova BN1BE | 21-nov- | 6-dez-18 24-jan- 27-mar- | 3-jun-19 | 5-ago-19 | 19-nov- | 3-fev-20
18 19 19 19
Barra nova BN2FD | 21-nov- | 6-dez-18 | 24-jan- 26-mar- | 3-jun-19 | 6-ago-19 | 19-nov- | 3-fev-20
18 19 19 19
Barra nova Bn2BD | 21-nov- | 6-dez-18 | 24-jan- 26-mar- | 3-jun-19 | 5-ago-19 | 19-nov- | 3-fev-20
18 19 19 19
Barra nova BN3FD | 12-nov- | 7-dez-18 28-jan- 28-mar- | 5-jun-19 | 7-ago-19 | 18-nov- | 5-fev-20
18 19 19 19
Barra nova BN3BD | 12-nov- | 7-dez-18 28-jan- 28-mar- | 5-jun-19 | 7-ago-19 | 18-nov- Al
18 19 19 19
S&ao Mateus SM1F 13-nov- 11-dez- 29-jan- 18-mar- | 7-jun-19 | 8-ago-19 | 21-nov- | 6-fev-20
D 18 18 19 19 19
S&o Mateus SM1B 13-nov- 11-dez- 29-jan- 18-mar- | 7-jun-19 | 8-ago-19 | 21-nov- | 6-fev-20
D 18 18 19 19 19
S&o Mateus SM2F Al Al Al Al 6-jun-19 | 9-ago-19 | 22-nov- | 7-fev-20
D 19
Sao Mateus SM3F 14-nov- 10-dez- 30-jan- 20-mar- | 6-jun-19 | 9-ago-19 | 22-nov- | 6-fev-20
D 18 18 19 19 19
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S&o Mateus SM3B 14-nov- 10-dez- 30-jan- 20-mar- | 6-jun-19 | 9-ago-19 | 22-nov- | 6-fev-20
D 18 18 19 19 19
Sao Mateus SM1FE | 21-nov- 12-dez- 4-fev-19 21-mar- 11-jun- 12-ago- 25-nov- 10-fev-
18 18 19 19 19 19 20
Sao Mateus SM1B 21-nov- 12-dez- 4-fev-19 21-mar- 10-jun- 12-ago- 25-nov- 10-fev-
E 18 18 19 19 19 19 20
S&o Mateus SM2FE | 13-nov- 11-dez- 29-jan- 18-mar- | 7-jun-19 | 8-ago-19 | 21-nov- | 6-fev-20
19 18 19 19 19
S&o Mateus SM2B 19-nov- 14-dez- 30-jan- 20-mar- 11-jun- 13-ago- 25-nov- 11-fev-
E 19 18 19 19 19 19 19 20
Sao Mateus SM3FE | 19-nov- 13-dez- 5-fev-19 25-mar- 11-jun- 13-ago- 26-nov- 11-fev-
18 18 19 19 19 19 20
Sao Mateus SM3B 19-nov- 13-dez- 5-fev-19 25-mar- 11-jun- 12-ago- 26-nov- 11-fev-
E 18 18 19 19 19 19 20
Caravelas CR1FD | 17-nov- 1-fev-19 | 12-mar- 31-mai- | 29-jul-19 | 4-set-19 | 30-nov- | 3-jan-20
18 19 19 19
Caravelas CR1B 14-nov- 1-fev-19 | 13-mar- 31-mai- | 29-jul-19 | 4-set-19 | 30-nov- | 3-jan-20
D 18 19 19 19
Caravelas CR2FD | 16-nov- 29-jan- 29-mar- 3-jun-19 | 24-jul-19 10-set- 12-dez- | 8-jan-20
18 19 19 19 19
Caravelas CR2B 12-nov- 29-jan- 29-mar- 6-jun-19 | 24-jul-19 10-set- 12-dez- | 8-jan-20
D 18 19 19 19 19
Caravelas CR3FD | 15-nov- 28-jan- 13-mar- 27-mai- 3-jul-19 6-set-19 | 9-dez-19 | 5-jan-20
18 19 19 19
Caravelas CR3B 13-nov- 28-jan- 13-mar- 27-mai- 8-jul-19 6-set-19 | 9-dez-19 | 5-jan-20
D 18 19 19 19
Caravelas CR1FE | 17-nov- | 2-fev-19 | 15-mar- 1-jun-19 3-jul-19 5-set-19 | 1-dez-19 | 4-jan-20
18 19
Caravelas CR1BE | 14-nov- | 2-fev-19 | 15-mar- 1-jun-19 3-jul-19 5-set-19 | 1-dez-19 | 4-jan-20
18 19
Caravelas CR2FE | 16-nov- 30-jan- 16-mar- 25-mai- | 20-jul-19 | 9-set-19 | 10-dez- | 6-jan-20
18 19 19 19 19
Caravelas CR2BE | 12-nov- 30-jan- 16-mar- 25-mai- | 20-jul-19 | 9-set-19 | 10-dez- | 6-jan-20
18 19 19 19 19
Caravelas CR3FE | 15-nov- 31-jan- 30-mar- 29-mai- | 31-jul-19 | 7-set-19 | 11-dez- | 7-jan-20
18 19 19 19 19
Caravelas CR3BE | 13-nov- 31-jan- 30-mar- 29-mai- | 31-jul-19 | 7-set-19 | 11-dez- | 7-jan-20
18 19 19 19 19

Quadro 3: Datas de amostragem dos campos nhas estagfes para a espécie de caranguejo guaiamum, Cardisoma guanhumi
(Latreille, 1825), monitoradas durante o primeiro ano (outubro de 2018 a setembro de 2019) e periodo de transigdo (outubro
de 2019 a marco de 2020) do PMBA.

Estuario Estacd | Campo Campo Campo Campo Campo Campo Campo Campo
o] 1 2 3 4 5 6 7 8

Piraqué-Acu PALE 27-nov- 25-fev- 11-abr- 17-mai- | 25-jul-19 | 31-out- 16-jan-
18 19 19 19 19 20

Piraqué-Agu PA1D 28-nov- 25-fev- 11-abr- 14-mai- | 26-jul-19 | 1-nov-19 | 16-jan-
18 19 19 19 20

Piraqué-Mirim PM1E 29-nov- 26-fev- 18-abr- 22-mai- 25-jul-19 | 7-nov-19 22-jan-
18 19 19 19 20

Piraqué-Mirim PM2E 25-nov- 26-fev- 17-abr- 22-mai- 24-jul-19 | 6-nov-19 17-jan-
18 19 19 19 20

Piraqué-Mirim PM3E 26-nov- 27-fev- 16-abr- 21-mai- | 23-jul-19 | 5-nov-19 | 21-jan-
18 19 19 19 20

Piraqué-Mirim PM2D 27-fev- 17-abr- 22-mai- | 24-jul-19 | 6-nov-19 | 17-jan-
19 19 19 20

Costa das CAl 30-nov- 23-fev- 8-abr-19 24-mai- 19-jul-19 | 8-nov-19 | 24-jan-
Algas 18 19 19 20

Costa das CA2 30-nov- 23-fev- 8-abr-19 24-mai- 19-jul-19 | 8-nov-19 | 24-jan-
Algas 18 19 19 20

Barra do BR1D 28-nov- 20-fev- 5-abr-19 23-mai- 18-jul-19 29-out- 14-jan-
Riacho 18 19 19 19 20

Barra do BR2E 28-fev- 5-abr-19 23-mai- 18-jul-19 29-out- 14-jan-
Riacho 19 19 19 20

Rio Doce RD1E 1-dez-18 18-fev- 3-abr-19 28-mai- 30-jul-19 12-nov- 19-jan-
19 19 19 20

Rio Doce RD2D 1-dez-18 | 18-fev- 3-abr-19 28-mai- | 30-jul-19 12-nov- 19-jan-
19 19 19 20
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Rio Doce RD3D 18-fev- 3-abr-19 | 28-mai- | 30-jul-19 | 12-nov- 20-jan-
19 19 19 20
Urussuquara UR1E Al 14-fev- 1-abr-19 30-mai- | 1l-ago-19 | 14-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Urussuquara UR2D Al 14-fev- 1-abr-19 30-mai- | 1l-ago-19 | 14-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Urussuquara UR3E Al 14-fev- 1-abr-19 | 30-mai- | 1-ago-19 | 14-nov- 30-jan-
19 19 19 20
Barra Nova BN1E Al 25-jan- 26-mar- | 4-jun-19 | 5-ago-19 | 19-nov- | 4-fev-20
19 19 19
Barra Nova BN2D Al 25-jan- 26-mar- 4-jun-19 | 5-ago-19 | 19-nov- | 4-fev-20
19 19 19
Barra Nova BN3D 7-dez-18 | 25-jan- 28-mar- 5-jun-19 | 7-ago-19 | 18-nov- | 5-fev-20
19 19 19
S&ao Mateus SM1E 11-dez- 29-jan- 18-mar- | 7-jun-19 | 8-ago-19 | 21-nov- | 6-fev-20
18 19 19 19
S&ao Mateus SM2E 12-dez- | 4-fev-19 | 21-mar- 10-jun- 12-ago- 25-nov- 10-fev-
18 19 19 19 19 20
S&o Mateus SM3E 12-dez- | 4-fev-19 | 21-mar- 10-jun- 12-ago- 25-nov- 10-fev-
18 19 19 19 19 20
S&o Mateus SM4E 14-dez- 15-fev- 28-mar- 11-jun- 12-ago- 26-nov- 11-fev-
18 19 19 19 19 19 20
Sao Mateus SM1D 7-fev-19 | 18-mar- | 7-jun-19 | 8-ago-19 | 21-nov- | 6-fev-20
19 19
Sao Mateus SM2D 7-fev-19 | 18-mar- | 7-jun-19 | 8-ago-19 | 21-nov- | 6-fev-20
19 19
Caravelas Gld- 21-dez- | 5-fev-19 8-mar- 7-mai-19 | 14-jul-19 | 2-set-19 16-nov- | 6-fev-20
api 18 19 19
Caravelas Gld- 21-dez- | 5-fev-19 8-mar- 7-mai-19 | 14-jul-19 | 2-set-19 17-nov- | 6-fev-20
mat 18 19 19
Caravelas G2d- 8-nov- 6-fev-19 7-mar- 4-mai-19 | 1-jul-19 3-set-19 17-nov- 10-fev-
api 18 19 19 20
Caravelas G2d- 26-out- | 6-fev-19 7-mar- 4-mai-19 | 1-jul-19 3-set-19 17-nov- 10-fev-
mat 18 19 19 20
Caravelas G2e- 20-nov- 14-fev- 18-mar- 11-mai- 2-jul-19 11-set- 23-nov- 13-jan-
api 18 19 19 19 19 19 20
Caravelas G2e- 6-nov- 14-fev- 19-mar- 11-mai- 2-jul-19 11-set- 23-nov- 13-jan-
mat 18 19 19 19 19 19 20
Caravelas G3d- 9-nov- 12-fev- 20-mar- 10-mai- | 16-jul-19 14-set- 24-dez- 15-jan-
api 18 19 19 19 19 19 20
Caravelas G3d- 9-nov- 12-fev- 20-mar- 10-mai- | 16-jul-19 14-set- 24-dez- 15-jan-
mat 18 19 19 19 19 19 20
Caravelas G3e- 6-nov- 15-fev- 21-mar- | 8-mai-19 | 17-jul-19 12-set- 27-dez- 17-jan-
api 18 19 19 19 19 20
Caravelas G3e- 6-nov- 15-fev- 21-mar- | 8-mai-19 | 17-jul-19 12-set- 27-dez- 17-jan-
mat 18 19 19 19 19 20
Caravelas Gde- 23-nov- 11-fev- 11-mar- | 9-mai-19 | 6-jul-19 13-set- 26-dez- 18-jan-
api 18 19 19 19 19 20
Caravelas Gde- 20-nov- 11-fev- 11-mar- | 9-mai-19 | 6-jul-19 13-set- 26-dez- 18-jan-
mat 18 19 19 19 19 20

1.8.2 Procedimentos em laboratério

As fémeas ovigeras foram lavadas para retirar o excesso de sedimento e, em seguida, as medi¢des

biométricas (comprimento e largura do cefalotérax) foram realizadas. O peso do individuo com seus

ovos foi obtido em balanca de alta precisdo (modelo AL500C da marca Marte) com precisao de 0,001

g. Apés este processo, as fémeas foram preservadas em solugdo diluida contendo 90% de agua

destilada e 10% formol. Posteriormente, a raspagem da massa ovigera presa nos pledpodes foi

realizada, e as seguintes informac6es foram obtidas: (1) peso total (g); (2) peso da subamostra em

gramas (g) obtidos a partir de balanca de alta precisdo; e (3) contagem de ovos, por unidade, da

massa ovigera de cada fémea. Para estimar o nimero de ovos por fémea, adotou-se o seguinte
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procedimento: para cada individuo uma subamostra de 2,5 g ml* de massa ovigera foi retirada. Esse

volume foi determinado por meio do preenchimento total de um eppendorf com massa ovigera. Apés
este procedimento, o material foi colocado em placa de Petri, pesado e separado com o auxilio de

duas pinc¢as para a total separag¢éo dos ovos presos aos filamentos (Figura 6).

Figura 6: Massa ovigera da fémea de caranguejo uca, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763), presa por filamentos em formato

de cacho de uva.

o e . ,

ERNE SR S
A separacdo e a analise do numero de ovos por massa ovigera foram feitas utilizando-se o
estereoscapico optico (marca Nikon, modelo Leica M80). Apds a separacdo, a massa foi fotografada
com camera digital (modelo LEICA EZ camera 2.6.0). A escala das fotografias foi determinada pelo
programa de aquisicdo de imagens LAS EZ 3.0.0, instalado em computador acoplado ao
estereoscopico. O ajuste da escala foi realizado de acordo com 0 aumento empregado pela objetiva
selecionada para a visualizagdo da imagem no estereoscépico. Para cada fémea analisada, uma
aliquota de 2,5 g ml't de massa ovigera foi retirada e gerou entre 40 a 60 fotos, compreendendo todo
o0 volume amostral. As imagens digitais adquiridas foram transferidas para o programa Paint
(Microsoft©) para facilitar a contagem dos ovos da amostra. Posteriormente, o numero de ovos foi
extrapolado para determinar o numero total por fémea, de acordo com o volume total de ovos
avaliados por individuo. Todos os exemplares foram devidamente etiqguetados com as seguintes
informacdes: espécie coletada; local de captura; data da coleta; tipo de maré; fase lunar; e nome do
catador. Os exemplares foram armazenados em frascos e conservados no freezer (marca Electrolux,

modelo H500) até o posterior tombamento no acervo do projeto.

1.8.3 Andélises estatisticas

1.8.3.1 Densidade populacional, largura de cefalotérax e variaveis ambientais

Os valores de densidade populacional (individuos m2) em cada unidade amostral (n = 3) foram

obtidos considerando-se as contagens de galerias habitadas (tapadas e abertas) registradas. O
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menor diametro das galerias foi empregado para estimar o tamanho dos individuos de U. cordatus,
uma vez que este possui melhor correlagdo com o comprimento do cefalotérax do caranguejo, devido
ao habito da espécie entrar de lado na galeria (SCHMIDT et al., 2008). A estimativa foi obtida pela
conversdo do valor do menor diametro da galeria em comprimento de cefalotérax (Equacao 1) e,
posteriormente, em largura (Equacao 2), por meio das equacdes lineares propostas por Schmidt et
al. (2008), sendo elas:

Abertura da galeria
Didmetro menor = 0,36+1,04*CC (Equacéo 1)
Comprimento do cefalotérax
LC =-0,05+1,30*CC (Equacéo 2)

Onde, CC (mm) corresponde ao comprimento e LC (mm), a largura do cefalotérax, ambos em

unidade de milimetros.

A normalidade dos residuos foi avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram
transformados (log +1) quando ndo apresentaram distribuicAo normal. A ANOVA bifatorial foi
aplicada para verificar diferencas entre a densidade populacional de U. cordatus, variavel
dependente, em bosques de Rhizophora mangle e Laguncularia racemosa. Tipo de bosque,
considerando a espécie vegetal dominante, e estuério foram os fatores. A largura do cefalotérax
(mm) também foi avaliada através da ANOVA bifatorial. Além desta analise, a ANOVA bifatorial
também foi utilizada para verificar diferenca entre os tipos de bosques e periodos (chuvoso
2018/2019 ano 1, seco 2019 ano 1 e chuvoso 2019/2020 periodo de transi¢cdo) em cada estuario. O
periodo chuvoso do primeiro ano de monitoramento correspondeu aos meses entre outubro de 2018
a marco de 2019, o periodo seco aos meses entre abril e setembro de 2019, e chuvoso periodo de
transicéo, aos meses entre outubro de 2019 a marco de 2020. As mesmas andlises foram aplicadas
para a variavel dependente largura do cefalotérax (mm). ANOVA unifatorial foi realizada para
identificar diferencas na densidade e largura do cefalotérax em funcdo dos periodos (seco e chuvoso)
nas areas que apresentaram relativamente nimero de esta¢fes reduzidas (Costa das Algas, Barra
do Riacho, Urussuquara e Barra Nova). Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal
mesmo apos a transformacao, o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis e o p6s hoc de Comparacgdes
Multiplas de Dunn foram utilizados. As referéncias utilizadas nestas analises foram Gotelli e Ellison
(2013) e Zar (2010). Para C. guanhumi, anova unifatorial foi aplicada para avaliar a diferenca da
densidade de individuos entre os estuarios em cada periodo (chuvoso 2018/2019, seco 2019 e
chuvoso 2019/2020) e entre os periodos em cada estuério. A andlise de normalidade dos residuos
também foi realizada utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram transformados (log + 1)
guando ndo atenderam as premissas para aplicar ANOVA paramétrica (Teste F), e o teste de Tukey
para comparacdes multiplas. Apés a transformacao, utilizou-se o teste ndo-paramétrico Kruskal-

Wallis e o teste de comparagdes multiplas de Dunn ao ndo atenderem novamente as premissas.
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Histogramas da distribuicdo de frequéncia nas classes de tamanho (mm) para U. cordatus, por
periodo chuvoso e seco, foram elaborados a partir das estimativas do tamanho dos individuos
ocupando cada galeria para cada estuario. Para C. guanhumi, os histogramas foram elaborados com

base nos valores de largura do cefalotérax dos individuos capturados e medidos em campo.

A razdo sexual foi estimada para as duas espécies, em cada estuario, nas estacdes primavera/verao
e outono/inverno, e o teste do Qui-quadrado (X?) aplicado para avaliar diferencas significativas na
frequéncia de distribuicdo de machos e fémeas em relacédo ao esperado (1:1). Para fins de inferéncia,
adotou-se nivel de significancia de 5% (ZAR, 2010).

Para a realizacdo das analises multivariadas de componentes principais (PCA = Principal
Component Analysis), utilizou-se o procedimento segundo Gotelli e Ellison (2013) com
representacéo grafica biplot (HOTELLING, 1933; CRUZ e CARNEIRO, 2006). A PCA foi empregada
para cada periodo (chuvoso e seco) considerando os parametros populacionais (densidade e largura
do cefalotérax) e as varidveis abidticas de cada estudrio. As varidveis abiodticas foram:
micronutrientes foliar (aluminio — Al, cobre — Cu, ferro - Fe, manganés — Mn, chumbo — Pb, e zinco
—Zn em mg kg1); concentragcao de metais no sedimento (Al, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, e Zn em mg kg?)
salinidade; granulometria (fragbes areia, lama e silte em %); teor de matéria organica no sedimento
(%); teor de carbonato de calcio CaCOs (%) no sedimento; amplitude de inundagdo méaxima (m) no
interior das florestas. Os dados de cada caracteristica foram inicialmente padronizados pela equacéo
Z = (Y, —Y)/s em que Z representa o valor padronizado adimensional, Yi corresponde ao valor da
amostra i para a variavel original Y, e Y e s representam sua média e desvio padrdo respectivamente.
A Distancia Euclidiana foi usada como medida de dissimilaridade. A representacdo da variabilidade
foi feita em grafico bidimensional com base nos dois primeiros componentes principais.
Adicionalmente, para valorizagdo da variabilidade explicada pelos primeiros componentes principais,
que deve ser de no minimo 80% (RENCHER, 2002; JOHNSON e WICHERN, 2007), foi feita, em
cada gréfico, nos eixos x e y, a representacdo da % de explicacdo da variabilidade por cada um dos
dois componentes, no eixo X 0 primeiro componente principal e no eixo y o segundo componente
principal. Esta e as demais anélises foram realizadas usando o programa R (R CORE TEAM, 2019)
e com o auxilio dos pacotes ds (ARNHOLD, 2014) e ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2018)

Regresséo linear simples para o didametro de abertura de galeria (mm) em fun¢&o do comprimento
de cefalotérax (mm) foi realizada com os dados biométricos de C. guanhumi coletados e de suas
respectivas aberturas de galeria ao longo do periodo de amostragem. A mesma andlise estatistica
foi empregada para o comprimento de cefalotérax em fungéo da largura do cefalotérax (e vice-versa).
Esta analise foi realizada com o objetivo de ajustar a equacéo da reta aos dados para avaliar a

possibilidade de estimar o tamanho dos individuos, com base nas medidas das suas galerias.
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1.8.3.2 Fecundidade

A fecundidade foi estimada por meio da expressdo proposta por Ogawa e Rocha (1976) descrita

abaixo:
F = N*(P/PS) (Equacao 3)

onde: F = fecundidade individual; N = nimero de ovos da subamostra; P = peso total da massa de

ovos (g); e PS = peso da subamostra (g).

Andlises sobre as relacfes entre F, LC e P por meio da correlacdo linear de Pearson com nivel de
significancia de 5% foram realizadas para cada estuario. Analises de regresséo foram realizadas
para averiguar a relagdo de dependéncia entre as variaveis LC, varidvel independente, e peso da
massa ovigera (PMO) e F, consideradas variaveis dependentes. Para fins de inferéncia, adotou-se
nivel de significancia de 5%. Quando o valor da correlacéo (r) for entre 0,7 e 1 a correlacdo é forte;
r =0,4 até 0,6 define-se como moderada; r = 0,1 até 0,3 como fraca (DANCEY; REIDY, 2006).

A andlise de Variancia 1 fator (Anova) e o teste de Tukey foram realizados para comparar a
fecundidade de U. cordatus entre os estuarios (ZAR, 2010) e entre os anos (2019 e 2020). A
normalidade dos dados foi testada por meio do teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando a hipétese
de normalidade néo foi aceita, analise de variancia ndo paramétrica, teste de Kruskal-Wallis, e o p6s-
teste de compara¢6es multiplas de Dunn foram utilizados (ZAR, 2010). Os resultados (PMO, F, LC
e P) do estuario do rio Sdo Mateus, no presente monitoramento, foram comparados com aqueles
encontrados por Porto (2016), em 2015 e 2016, pelo teste de Kruskal-Wallis, uma vez que nao

alcancaram os pressupostos para andlise paramétrica.

1.9 MAPEAMENTO

1.9.1 Mapeamento Flora e localizacdo das parcelas

Para o cumprimento do mapeamento da estrutura foi necessario o tratamento das imagens de
satélite obtidas por meio de tecnologia SIG das areas de estudo no litoral norte capixaba. Imagens
de alta resolucéo de todas as areas de estudo foram solicitadas. A empresa contratada para isto
teve grande dificuldade em obter rapidamente imagens com baixa cobertura de nuvens dos locais
escolhidos, por conta das caracteristicas climaticas do estado de Espirito Santo e do extremo sul da
Bahia. Desta forma, houve o fornecimento preliminar de imagens provenientes do satélite Planet

com resolucdo espacial de 3 metros, para realizacdo do planejamento das saidas de campo.

As imagens de satélite permitram o cumprimento do objetivo que tinha como finalidade a
delimitacdo, com base em SIG, das areas de estudo no litoral norte capixaba. Para realizacao do
mapeamento, as imagens foram tratadas para realizar um mosaico isto teve como finalidade

homogeneizar as composic¢des coloridas, facilitando as interpretacdes (ESPINOZA, 2008). Numa
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primeira remessa, foram recebidas as imagens para cada uma das areas sem ser realizado o
mosaico das mesmas. Cada &rea possuia em média 15 imagens, fato este que gerou um
mapeamento heterogéneo, e apareciam os recortes confundindo a interpretagéo, mesmo sendo
realizada a ortoretificacdo e georreferéncia apropriada, esses problemas foram observados nas
areas de transicdo entre as imagens.Para solucionar o referido problema, os mosaicos foram
realizados e para a composicao final foram utilizadas, em média, 3 imagens para cada area,
permitindo assim as delimitacdes com base no mapeamento de cada estuario e, com isto, produziu-

se mapas tematicos individuais.

Como as imagens do satélite SKYSAT de alta resolucao s6 chegaram no final do més de marco,
ocorreu um atraso na execugdo de uma parte importante do cronograma proposto, mesmo assim as

metas estabelecidas foram cumpridas no prazo para 100% das &reas.

Primeiro foram realizadas trés campanhas (saidas de campo), onde os equipamentos para
levantamentos topograficos Trimble R4 (RTK) e o GPS pds-processado Juno foram utilizados. Para
0 uso do equipamento Trimble R4 foi estabelecida rotina de Procedimento Operacional Padrao
(POP) de forma que todos os integrantes da equipe tivessem uniformidade na utilizacdo do
equipamento. Para que a delimitacdo das &reas contasse com a maxima acuracia, o trabalho de
campo iniciou-se com a instalagdo, distribuicdo e medicdo de marcos geodésicos para todas as
areas. Estes marcos foram confeccionados com tubos de policloreto de vinil (PVC) com 50 cm de
comprimento cujo interior foi preenchido com cimento com uma placa de identificacdo do projeto de
marco geodésico (Figura 7). Estes marcos foram fixados em locais estratégicos no interior das
parcelas de estrutura e correspondem ao local com coordenadas geogréficas de alta precisdo das
areas mapeadas (Figura 8), os “marcos geodésicos” tem um erro na horizontal de 10 mm + 1 ppm
EMQ.

Figura 7: Descri¢éo da forma dos Marcos geodésicos.

—
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Figura 8: Implantacéo dos marcos geodésicos com a referéncia nas areas de coleta do PMBA.

E possivel classificar os dados geograficos segundo o conjunto de técnicas e métodos empregados
no seu levantamento, em trés categorias: planialtimétricos, ambientais e cadastrais (MOREIRA,
2011). No caso dos marcos do anexo manguezal no PMBA, os dados utilizados para caracteriza-los
pertencem as trés categorias acima. Como resultado deste primeiro procedimento ha monografias
para todos os pontos geodésicos. Este procedimento de instauracdo de marcos geodésicos serviu
também para estabelecer a referéncia necessaria no caso do mapeamento da fauna decapode,
principalmente para a espécie C. guanhumi que nem sempre ocorre associada a vegetagdo do

manguezal.

Para conferir qualidade aos dados de georreferéncia no anexo, treinamentos de duas equipes foram
realizados para que todos que estdo em campo estivessem aptos na utilizagdo do equipamento
sendo elaborado checklist junto ao POP. Estas equipes acompanharam os trabalhos nas saidas de
campo durante visita a duas areas, assim em caso de a primeira equipe ndo conseguir se deslocar
para todas as areas por conta da logistica, a segunda ajudaria a fazer levantamentos especificos,
por exemplo, como ocorreu na regido de Regéncia onde uma das equipes treinadas conseguiu fazer
o levantamento dos pontos amostrais de sedimentos com o Trimble R4, sistema RTK em 100 pontos

contiguos.

E importante ressaltar que um grande esforgo para cobrir a maior quantidade de areas nestas duas
saidas de campo foi realizado e n terceira saida que foi realizada para cobrir as areas que antes nao
foram levantadas, sendo que a permanéncia de cada uma das equipes em cada area fazendo as
medicdes e levantamentos chegou a ultrapassar 6 horas de trabalho na maioria dos casos. Isto para

0 bom aproveitamento da maré e das boas condi¢des do tempo (a tAbua de maré e a meteorologia
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nos dias que antecediam e durante o campo eram consultadas), os equipamentos Trimble R4 e

GPS JUNO néo podem trabalhar em condig8es de chuva e tormenta elétrica (Figura 9).

Figura 9: Medicdo dos marcos geodésicos com RTK no interior das parcelas durante o PMBA.

Para o uso do GPS Juno também foi elaborado um POP., Cabe salientar que este equipamento, de
menor precisdo em relacdo ao Trimble R4, permitiu 0 mapeamento de todos os locais de entrada
das parcelas ao longo dos estudrios em todas as areas visitadas. Ainda com este equipamento,
todos os vértices das parcelas visitadas foram levantadas com erro médio de 2 a 5 metros para
construcdo de poligonos. Nos dois campos realizados, sendo o primeiro em outubro de 2018 e
segundo em fevereiro de 2019, executou-se o levantamento dos pontos que sinalizaram a
localizagéo das parcelas (Figura 10) tanto nas florestas de franja quanto de bacia. Com estes pontos
foi possivel executar o mapeamento preliminar das areas de estudo no litoral capixaba e litoral do

extremo sul da Bahia.
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Figura 10: Levantamento de vértices das parcelas (poligonos) durante o PMBA.

Num segundo momento, procedeu-se com 0 mapeamento das areas, para isto, foram separados e
criados os arquivos de pontos, linhas e poligonos que deram origem aos mapas tematicos (CAMARA
e MEDEIROS, 1996). ApGs a realizacdo dos mapeamentos correspondentes a localizagdo das
parcelas em todos os estuarios a partir de simbologia pontual, o mapeamento geral dos estuéarios

também foi realizado (Relatério de Integracdo: Anexo 5 Manguezal, 2019).
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1.9.2 Mapeamento dos habitats de Ucides cordatus e Cardisoma guanhumi

Para delimitar a distribuicdo dos habitats das espécies C. guanhumi e U. cordatus, com base na
utilizacdo do Sistema de Informacdo Geografica (SIG) no litoral norte capixaba, foi necessario

estabelecer procedimento padréo na utilizagdo do GPS pos-processado Juno (Trimble).

Os dados registrados em cada vértice das parcelas fixas foram desenhados na imagem de satélite
e 0 ponto de localizagéo final para cada estacdo amostral da espécie corresponde ao centro
geométrico de cada parcela. Os dados fornecidos pelo GPS-Juno foram conferidos para a maioria
das areas amostradas. As maiores dificuldades foram a depredacéo das desmarcagdes das parcelas
fixas que levaram a erros no levantamento e repeticdo das medidas. Também foram encontrados

erros devido a falhas no equipamento, mas corrigido posteriormente em campo pela equipe.

Os marcos geodésicos sao importantes no processo de mapeamento, pois fornecem precisées
apuradas e permitem voltar as areas com exatidéo, é possivel determinar a localizagdo das parcelas
em funcé@o da distancia aos marcos instalados nas areas. Na constru¢do do mapeamento da
distribuicdo em funcgdo das densidades (individuos m-2) em cada estuario foi utilizada metodologia
para elaboracado de cartografia temética estabelecendo intervalos de densidade em fun¢éo do valor

médio, minimo e maximo encontrado para todas as areas amostradas.

Foram mapeadas 99% das areas de decapodes no municipio de Caravelas pela equipe de trabalho,
devido a dificuldade de instalagéo do marco nas areas de ocorréncia de C. guanhumi, as mesmas
estdo em locais muito diferentes das areas estabelecidas nas florestas, por isto que néo foi possivel
colocar marco geodésico nem medir com o equipamento Trimble R4 (RTK) ecom o GPS poés-
processado Juno. Tendo em vista a dificuldade da logistica e tempo da equipe de cartografia em
campo, as posi¢des dessas areas foram obtidas junto aos pesquisadores locais que utilizaram GPS
de navegacdo. No presente momento, estes dados foram utilizados para elaboracdo dos mapas
tematicos, em novas oportunidades estas coordenadas serdo obtidas pelo equipamento com maior
acuracia. Destaca-se que os manguezais de Caravelas sdo particulares em relagdo aqueles na costa
do Espirito Santo, o clima local define a formacéo de extensas areas desprovidas de vegetacao,
compondo o0s apicuns que sdo fisionomias dos manguezais comuns em regides com baixa

precipitacdo e alta temperatura ambiental.

Para a producéo dos mapas teméticos, utilizou-se as densidades dos individuos obtidas em campo
nas mais diferentes campanhas e a distribuicdo das espécies por estuéario. Estas densidades foram
divididas em intervalos que foram representadas por tamanhos diferenciados no desenho escolhido
como simbologia. Mapas tematicos precisam de simbolos e cores para representar as informacdes

de forma mais ilustrativa.
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1.9.3 Mudancas da metodologia do ano um para o ano dois no periodo de transigcao

A metodologia de mapeamento em forma geral ndo mudou em termos da apresentacéo por mapas
tematicos da Flora. Os dados das campanhas do periodo de transicao foram adicionados, alémde
outras variaveis (Pltotal, assimilagéo fotossintética, teor de clorofila a e b, dentre outras) mapeadas
diferenciadamente por espécies contemplando todas as campanhas e respectivos periodos
climaticos (chuvoso 2018/2019, seco 2019 e chuvoso 2019/2020).No mapeamento da Fauna
também ndo mudou a apresentacao por médio de mapas tematicos, mas teve o mapeamento de
outras variaveis como a largura da carapaca (mm) e proporcdo sexual para ambas espécies de
decapodes em cada periodo climatico (chuvoso 2018/2019 e 2019/2020) e seco (seco 2019).

Em relacdo a interpretagdo das imagens de satélite, a digitalizacdo das manchas de vegetacao do
ecossistema manguezal para cada estuéario foi realizada, as areas de transicdo também foram
identificadas. Para o melhor entendimento e interpretacéo das areas foi realizado o detalhamento da
hidrografia. Maior escala de trabalho para fazer a interpretagéo visual das imagens e assim conservar
o detalhe geogréfico foi utilizada (MOREIRA, 2011).

O georreferenciamento de imagens pretéritas da regido da foz do Rio Doce para realizar a analise
temporal do corddo arenoso na foz desta &rea foi necessario.Este procedimento foi realizado no SIG
ARCGIS através de ferramenta especifica para 7 imagens, utilizando imagem de 2019 como

referéncia.

Foi escolhida a area piloto do Piraqué-Acu e Mirim para elaboracao de alguns mapas por pontos de
coleta e assim obter um entendimento mais apurado de cada estuario separadamente (Figura 11).
Entendendo os dados em forma de &rea na tentativa de obter zonas de risco e com isto analisar a
conectividade do ecossistema de manguezal. Os valores da concentracdo de metais no sedimento,
nas folhas, salinidade , médias da densidade e largura do cefalotérax das espécies da fauna

estudadas também foram plotados.

O avan¢o do mapeamento e sua metodologia € um processo natural da interpretacdo dos dados.
Novas simbologias de apresentagéo foram escolhidas e foi observada a capacidade de interpretacéo

dos mapas por pessoas leigas.
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Figura 11: Manguezal do estuario dos rios Piraqué-Agu e Piraqué-Mirim, Aracruz.
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