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1 METODOLOGIA DE COLETA E ANALISE

1.1 CARACTERIZACAO DOS SEDIMENTOS
1.1.1 Coletadas amostras

As amostras de sedimento foram coletadas semestralmente nas zonas entremarés dentro dos
manguezais, por meio de coletores constituidos por um tubo de PVC de 50 cm marcado com as
profundidades de 0-5 cm e 5-15 cm. Os periodos de coleta foram: dezembro 2018 e janeiro 2019
(chuvoso 2018/2019), junho e julho 2019 (seco 2019), outubro 2019 (chuvoso 2019/2020) e janeiro e
fevereiro/2020 (chuvoso 2019/2020), janeiro 2021 (chuvoso 2021), maio 2021 (seco 2021) e agosto
2021 (seco 2021) e janeiro 2022 (chuvoso 2021/2022). Ap6s a coleta, as amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos previamente identificados, mantidos em temperatura controlada e

levados para o laboratério e armazenados sob refrigeragdo a 10° C negativos.
As amostras de sedimentos foram coletadas em todos dos pontos propostos. A saber:

Aracruz (rios Piraqué-Acu, Piraqué-Mirim e Costa das Algas); Barra do Riacho, Regéncia (Rio Doce),
Urussuquara Barra Nova, Concei¢cdo da Barra (rio Sdo Mateus) e Caravelas. Em todos os pontos de
amostragem foram coletados sedimentos, na margem esquerda e direita (Qquando havia), na parte de
franja e bacia (quando havia) em trés pontos e duas profundidades, totalizando 132 amostras em cada

periodo de amostragem.

Quadro 1: Coordenadas geogréficas das estagdes de coleta

Cédigo da
NUumero de )
Nome da estacéo estacéo Localidade S w
amostras
amostral
Rio Piraqué-Acu 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
Rio Doce RD 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
Rio Sao Mateus SM 12 S&o Mateus-ES 18°37°01”S 39°45'30"W
Costa das Algas CA 4 Aracruz - ES 19°58'23"S 40°08'15"W
Caravelas CR 24 Caravelas-BA 17°45'17”S 39°16'58"W

1.1.2 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
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de decantacdo em Becker de 1 L por trés vezes. Posteriormente, foi feito a separacao 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 fracdo fina foi deixado em repouso até completa deposicdo do sedimento em
suspensao. Apoés a decantacgédo, o excesso de agua foi drenado cuidadosamente com uma mangueira
€ a amostra seguiu para remog¢do da matéria orgéanica total por queima com peréxido de hidrogénio
(H202) a 30%. Em capela de exaustado de gases, posicionou-se o Becker contendo a fracéo fina sobre
uma chapa aquecedora (a 70°C) e adicionou-se delicadamente (reacao forte) o H202 a amostra com o
auxilio de pisseta até que ocorresse a reagdo. Apods 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 adicdo de mais H202. O procedimento de queima
continuou até que ndo houve mais reacdo (borbulhamento) com a adicdo de mais H20: ao sedimento.
Terminada a queima, a amostra foi lavada trés vezes no proprio Becker seguindo o mesmo
procedimento descrito para a remoc¢ao de sal (lavagem seguida de decantacdo). 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 fracéo grossa (ap6s a agua ser drenada) foi levado a estufa a 60°C para secagem
da amostra. Apés seco, o sedimento foi pesado e seguiu para o fracionamento. 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 mecanico durante 15 minutos. Apés peneiramento
cada porcdo 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 séo
classificadas como areias/granulos e as menores, como silte/argila (SUGUIO, 1973).

1.1.3 Matéria Orgéanica

O teor de matéria organica (MO) 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 MO é definida pelo peso
do sedimento antes da queima na mufla subtraido do peso apés a queima na mufla segundo método
modificado Goldin (1987). O teor é a conversédo deste valor em porcentagem, podendo-se encontrar a

concentracdo de MO presente nas amostras por meio do célculo:

Pf x100

MOT = Pi

Onde Pf é o peso final e Pi € o peso inicial das amostras.
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1.1.4 Carbonato de Calcio

Cerca de 20 g da amostra bruta liofilizada foi pesada e transferida para um becker previamente pesado.
Posteriormente, o recipiente 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 nédo
provoque mais reag&o (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 descarbonatado é
novamente pesado e o teor de carbonato de célcio € obtido pela diferenca de peso da amostra antes e
apo6s a descarbonatacdo. Em seguida, o valor é transformado em porcentagem de carbonato de calcio

em relacdo ao peso total da amostra, conforme método primeiramente reportado por Gross (1971).

1.1.5 Metais

A andlise de metais em sedimentos foi realizada segundo método US EPA 3051A (USEPA, 2013), que
preconiza a digestéo de cerca de 0,50 g de solo, seco e homogeneizado, em 10 mL de HNOszem tubos
de Teflon com o uso do forno micro-ondas (CEM, MARX X-PRESS) seguindo o0s seguintes parametros:
12 rampa de temperatura 25°C a 175°C em 5:30min. e a 28 rampa de 25°C a 175°C em 4:30min., ambas
em poténcia de 1600 W. A solucéo foi entdo resfriada e filtrada utilizando o filtro Whatman n° 1 e diluida
para 100 ml num baldo volumétrico e as solucBes analisadas pelo ICP -MS (Espectrometria de massa
de plasma indutivamente acoplada; Agilent, CX7500). Os elementos analisados pelo ICP-MS foram: V,
Co, Ni, Cu, As, Ag, Cd, Ba, Pb, Cr, Fe, Al, Mn, Zn e Hg. O material de referéncia SS-2 (Enviro MATTM)

foi analisado para certificacdo do método e porcentagens de recuperacédo desses elementos.

1.1.6 Analise Estatistica

Os resultados dos teores de matéria orgéanica (%), carbonato de calcio (%) e fragcBes granulométricas
(cascalho, areia, silte e argila) (%) assim como as concentragdes de metais nos sedimentos (mg kg™?)
foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Levene). Quando os
resultados apresentaram distribuicdo normal, as comparacdes entre os estudrios, os periodos (secos
e chuvosos) e as profundidades (0-5cm e 5-15cm) foram determinadas pelo teste de Andlise de
Variancia (ANOVA) seguido do teste post hoc Tuckey. Quando os dados nao indicaram normalidade,
as comparagOes supracitadas foram indicadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do
teste de comparagfes mdltiplas a posteriori (Teste de Dunn) (ZAR, 1996). Os programas Excel e o
pacote de tratamento estatistico Statistica 10 (STATSOFT®) foram utilizados nas andlises descritas

acima.

A correlagdo entre teores de matéria organica (%), carbonato de célcio (%), fracdes granulométricas
(areia e lama) e concentracdes de metais nos sedimentos (mg kg?) foi explorada usando andlise de
componentes principais (PCA) para avaliar os padrBes espaciais impulsionados pela sazonalidade
(periodo chuvoso e seco) no ambito do PMBA/Fest. Para a realizagdo desta analise, utilizou-se o
procedimento segundo Gotelli e Ellison (2013) com representacao grafica biplot (HOTELLING, 1933;
CRUZ e CARNEIRO, 2006). A PCA foi empregada considerando as amostras coletadas nos
manguezais dos estuarios nos periodos chuvosos (chuvoso 2018/2019, 2019/2020, 2020/2021 e

Relatorio Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest 6
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2021/2022), e posteriormente, periodos secos (seco 2019, 2021 e 2022). Os valores de cada varié_vél
foram inicialmente padronizados pela equacdo 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 representacao da variabilidade foi feita em gréfico bidimensional com base nos dois
primeiros componentes principais. Esta andlise foi realizada usando o Software Rstudio (R CORE
TEAM, 2022, verséo 4.2.1).

1.2 ANALISE FOLIAR DE MACRO E MICRONUTRIENTES
1.2.1 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: Piraqué-Acu (PA), Piraqué Mirim (PM), Costa das
Algas (CA), Barra do Riacho (BR), Rio Doce (RD), Urussuquara (UR), Barra Nova (BN), Sdo Mateus
(SM) 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 janeiro
de 2019 e agosto de 2021.

A amostragem seguiu o0 seguinte protocolo: realizar a coleta manualmente com as méos 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.

Apbs a coleta, as folhas foram acondicionadas em sacos de papel identificados de acordo com cada
estacdo amostral. As amostras foram secas em estufa de circulacéo forcada a 65°C até peso constante.
Em seguida as folhas foram moidas em moinho tipo Wiley (Marca Tecnal; modelo TE650/1) com
peneiras de malha 20 e enviadas para a analise quimica para determinag&o de macro e micronutrientes.
Para a analise foliar foram considerados os seguintes nutrientes: nitrogénio (N), fésforo (P), potassio
(K), calcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), sodio (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 nitricoperclérica. O B foi determinado
colorimetricamente pelo método da Azometina H (WOLF, 1974), apds a mineralizagdo por via seca em
mufla a 5500 C. O P foi dosado colorimetricamente pelo método de redugdo do fosfomolibdato pela
vitamina C, de acordo com Braga e Defelipo (1974); o K, por fotometria de emissédo de chama; o Ca,
Mg, Fe, Mn, Zn e Cu, por espectrofotometria de absorgdo atdbmica; e 0 S determinado por turbidimetria
do sulfato (BLANCHAR et al., 1965).

Relatorio Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest 7
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1.2.2 Analise estatistica

Os dados de concentracfes de macro e micronutrientes foram submetidos aos testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Teste de Levene). Os dados que apresentaram normalidade foram
submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey. Quando os dados ndo atendem aos pressupostos de
distribuicdo normal, as comparacdes entre os estuarios, entre as espécies e entre os periodos (seco e
chuvoso) sdo determinadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de
comparacdes multiplas a posteriori (Teste de Dunne de Bonferroni) (ZAR, 1996). O programa Excel e
os Softwares Rstudio (versdo 4.2.1) e Genes (versdo 1990.2022.24) foram utilizados nas analises

supracitadas.

1.3 ATIVIDADE ANTIRRADICALAR
1.3.1 Coleta e processamento de amostras foliares

Amostragem em campo (mesmos pontos de coleta para analise foliar de macro e micronutriente).

A amostragem seguiu o0 seguinte protocolo: realizar a coleta manualmente com as méos 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 TE650/1) com
peneiras de malha 20 e enviadas para a analise quimica para determinagéo da atividade antirradicalar.

O periodo de amostragem foi entre janeiro de 2019 e agosto de 2021.

1.3.2 Andlises em laboratério (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. Apds, 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 extra¢do. A cada 40 minutos os tubos
Falcon eram retirados do banho e agitados durante 30 segundos em um agitador de tubos. Em seguida,
0s tubos Falcon foram colocados em uma centrifuga de bancada (NOVA INSTRUMENTS, modelo
NI1811-A) e centrifugados a 3400 rpm durante 20 minutos. O extrato sobrenadante dos tubos Falcon
centrifugados foram transferidos para tubos de ensaio de 15 mL previamente identificados e de massa
conhecida. A seguir, os tubos de ensaio foram postos em estufa de secagem (DELEO, modelo A5SE)
a 50°C até evaporacdo total do solvente metanol e até apresentagdo de massa constante de extrato
seco na pesagem. Os tubos de ensaio com o extrato seco foram pesados novamente e entdo
adicionados 5 ou 10 mL de metanol (dependendo da massa inicial) utilizando uma pipeta automatica.

Relatorio Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest 8
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Os tubos com o extrato seco foram colocados em banho ultrassénico por 5 minutos até total dissolugao

do extrato no solvente.

Para os testes de atividade antioxidante com DPPH" todas as solu¢des 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 solucdes ja diluidas foram denominadas como solugdes de
trabalho (ST). Os ensaios foram realizados adicionando aliquotas de 15 L, 25 pL e 35 yL de cada ST,
em cubetas contendo 3,0 mL de solu¢cdo metanoica de DPPH’ 0,2 mmol.L™ e a reac&o foi mantida ao
abrigo da luz durante 60 minutos antes das medidas espectrofotométricas. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. As medidas foram realizadas em espectrofotdmetro Lambda 16 da marca
Perkin Elmer, monitorando a absorbéncia 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 solucéo

contendo apenas DPPH 0,2 mmol.L™! em metanol.

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

equacao:

[A(a) — A(b)]

% inibida = (1 — m

) X 100 (Equacao 1)

Onde A(a) é a absorbancia da amostra, A(b) € a absorbancia do branco, e A(c) é a absorbancia do

controle negativo.

A partir das porcentagens inibidas para cada concentragcdo, foram determinados os valores de 1C50
(concentrag&o necessaria para inibir 50% do radical DPPH"), por meio de regresséao linear. Como todas
as analises foram realizadas em triplicata, foram utilizados a média e o desvio padrdo para representar

0 IC50 de cada amostra (Apéndice).

1.3.3 Analise estatistica

Os dados de concentracdes de macro e micronutrientes foram submetidos aos testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Teste de Levene). Os dados que apresentaram normalidade foram
submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey. Quando os dados ndo atendem aos pressupostos de
distribuicdo normal, as comparacdes entre 0s estuarios, entre as espécies e entre os periodos (seco e
chuvoso) sdo determinadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de
comparacdes multiplas a posteriori (Teste de Dunn e de Bonferroni) (ZAR, 1996). O programa Excel e
os Softwares Rstudio (versdo 4.2.1) e Genes (versao 1990.2022.24) foram utilizados nas analises

supracitadas.
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1.4 PIGMENTOS FOTOSSINTETIZANTES
1.4.1 Coletade folhas

A coleta das folhas foi realizada nos diferentes estuarios (Piraqué-Agu, Piraqué-Mirim, Costa das Algas,
Rio Doce, Barra do Riacho, Urussuquara, Barra Nova, S8o0 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 extracdo. O periodo
de amostragem foi entre outubro/2019 e fevereiro/2020 (mesmos pontos de coleta para analise foliar

de macro e micronutriente).

1.4.2 Extracdo dos pigmentos

Amostras de 5 g de massa fresca congeladas a -30°C foram trituradas em nitrogénio liquido (N2) até
formar um pé fino, o qual foi transferido para tubos de ensaio. A este p6 foi adicionado 15 mL de solugéo
de acetona 90% + de 0,5 g.L* de carbonato de célcio (CaCOs). Imediatamente apds esse processo, 0S
tubos de ensaio foram acondicionados em temperatura de 2°C por 24h para extracdo 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 andlise por espectrofotometria.

O procedimento de extracdo foi realizado de forma que os efeitos da luz, da temperatura e da acéo
enzimética sobre a degradacéo da clorofila fossem minimizados. As vidrarias contendo as amostras
foram protegidas contra a luz e os solventes de extrag&o 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.

1.4.3 Anélise em espectrofotometria

O procedimento de extracdo dos pigmentos ocorreu como descrito acima. Posteriormente, foram
determinadas as leituras da densidade 6tica em espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, EUA) a 470nm, 645nm e 663nm. As determinacgdes das concentracfes dos
pigmentos fotossintéticos foram realizadas de acordo com as equagdes 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 Clora — 85,02 Clorb/198)

Onde: A470 = absorbancia em 470 nm; A645 = absorbancia em 645 nm; A663 = absorbancia em 663
nm.
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1.4.4 Analise estatistica

Os dados de concentracfes de macro e micronutrientes foram submetidos aos testes de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Teste de Levene). Os dados que apresentaram normalidade foram
submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey. Quando os dados ndo atendem aos pressupostos de
distribuicdo normal, as comparacdes entre os estuarios, entre as espécies e entre 0s periodos (seco e
chuvoso) sdo determinadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, seguido do teste de
comparacdes multiplas a posteriori (Teste de Dunn e de Bonferroni) (ZAR, 1996). O programa Excel e
os Softwares Rstudio (versdo 4.2.1) e Genes (versao 1990.2022.24) foram utilizados nas analises

supracitadas.

1.5 ANALISES FOTOSSINTETICAS
1.5.1 Material vegetal e condi¢cBes de amostragem

Para as medic6es da produtividade primaria (fluorescéncia da clorofila a e assimilagédo de CO2), 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 0 mesmo padrdo de amostragem
(Quadro 1). Estes individuos receberam um lacre de identificacdo, o que possibilitou monitorar a
producdo priméria dos mesmos bimestralmente (Ano 1) e trimestralmente (Transi¢éo); o Quadro 3 exibe
as datas das campanhas de campo em cada ano do monitoramento. A aquisicdo dos dados foi feita

sempre pela manh&, no mesmo intervalo de tempo (entre 7 e 12 horas) em todas as parcelas.
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Quadro 2: Espécies amostradas nas analises fotossintéticas por area/estagdo ao longo do PMBA.

Area Estacbes Espécie
Piraqué-Acgu Todas R. mangle
Piraqué-Mirim Todas R. mangle
Costa das
Algas CAl A. schaueriana
Costa das
Algas CA2 R. mangle
Barra do
Riacho Todas R. mangle
T.

Rio Doce Todas pernambucense
Urussuquara URI1FE R. mangle
Urussuquara UR2FD, UR3FE e UR3BE L. racemosa

Barra Nova BN1FE, BN1BE, BN2FD, BN2BD, BN3BD R. mangle
Barra Nova BN3FD L. racemosa
Sio Mateus SM1FD, SM1BD, SM2FD, SM1FE, SM1BE, SM2FE, SM2BE, SM3FE,
SM3BE R. mangle
S&o Mateus SM3FE, SM3BE L. racemosa
CR1FD, CR1BD, CR2FD, CR3BD, CR1FE, CR1BE, CR2FE, CR2BE,

Caravelas CR3FE R. mangle

Caravelas CR2BD, CR3BE L. racemosa

Caravelas CR3FD A. schaueriana

Quadro 3: Datas referentes as coletas de campo ao longo do PMBA.

Ano Campanha Setor Estuério Data

1 1 A PA 22 a29 out/18
1 1 A PM 24 a 27 out/18
1 1 A CA 28 out/18

1 1 BR BR 30 a 31 out/18
1 2 A CA 01 nov/18

1 2 B RD 06 nov/18

1 2 C UR 07 a 08 nov/18
1 2 C BN 12 a 21 nov/18
1 2 C SM 13 a 23 nov/18
1 2e3 C CR 27 nov a 02 dez/18
1 3 C BN 04 a 05 dez/18
1 3 Cc SM 06 a 07 dez/18
1 3 A PA 10 a 12 dez/18
1 3 A PM 13 a 15 dez/18
1 3 A CA 18 dez/18

1 3 B BR 16 a 17 dez/18
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Ano Campanha Setor Estuério Data

1 3 B RD 19 dez/18

1 3 C UR 20 a 21 dez/18
1 4 C BN 24 a 28 Jan/19
1 4eb5 C SM 29 jan a 06 fev/19
1 5 C CR 05 a 10 fev/19
1 5 C UR 14 a 15jan/19
1 5 B RD 18 fev/19

1 5 B BR 19 a 20 fev/19
1 5 A CA 23 fev/19

1 5 A PA 21 a 25 fev/19
1 5 A PM 26 a 28 fev/19
1 6 C SM 18 a 25 mar/03
1 6 C BN 26 a 28 mar/19
1 7 C UR 01 a 04 abr/19
1 7 B RD 03 abr/19

1 7 B BR 04 a 05 abr/19
1 7 A CA 18 abr/19

1 7 A PA 09 a 11 abr/19
1 7 A PM 12 a 17 abr/19
1 7 C CR 19 a 24 abr/19
1 8 A PA 17 a 23 mai/19
1 8 A PM 14 a 16 mai/19
1 8 A CA 24 mai/19

1 8 B BR 28 mai/19

1 8 B RD 29 mai/19

1 8 C UR 30 a 31 mai/19
1 9 C BN 03 a 05 jun/19
1 9 C SM 06 a 12 jun/19
1 9 C CR 15 a 21 jun/19
1 10 A PA 19 a 24 jul/19
1 10 A PM 16 a 18 jul/19
1 10 A CA 25 jul/19

1 10 B BR 26 a 30jul/i19
1 10 B RD 31jul/19

1 11 C UR 01 a 02 ago/19
1 11 C BN 05 a 07 ago/19
1 11 C SM 08 a 14 ago/19
1 11 C CR 24 a 29 ago/19
2 13 A PM 29 a 31 out/19
2 14 A PA 01 a 07 nov/19
2 14 A CA 08 nov/19

2 14 B BR 12 nov/19
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Ano Campanha Setor Estuério Data
2 14 B RD 13 nov/19
2 14 C UR 14 nov/19
2 14 C BN 18 a 20 nov/19
2 14 C SM 21 a 27 nov/19
2 14e15 C CR 28 nov a 02 dez/19
2 16 A PA 17 a 24 jan/20
2 16 A PM 14 a 23 jan/20
2 16 A CA 28 jan/20
2 16 B BR 15 jan/20
2 16e 17 B RD 29 jan e 20 fev/20
2 16 C UR 30 a31jan/20
2 17 C BN 03 a 05 fev/20
2 17 C SM 06 a 12 fev/20
2 17 C CR 13 a 16 fev/20
3 28 A PA 12 a15jan/21
3 28 A PM 19 a 21 jan/21
3 28 A CA 22 jan/21
3 28 B BR 26 jan/21
3 28 B RD 27 jan/21
3 28 C UR 28 a 29 jan/21
3 29 C BN 01 a 02 mar/21
3 29 C SM 04 a 11 fev/21
3 29 C CR 23 a 26 fev/21
3 31 C BN 07 a 09 abr/21
3 3le32 C SM 13 a 16 abr e 24 mai/21
3 31 C UR 19 a 20 abr/21
3 31 B RD 23 abr/21
3 31 A PA 27 a 30 abr/21
3 32 B BR 04 mai/21
3 32 A PM 05 a 07 mai/22
3 32 A CA 11 mai/21
3 32 C CR 13 a 21 mai/21
3 34 A PA 13 a 16 jul/21
3 34 A PM 20 a 22 juli21
3 34 A CA 23juli21
3 34 B BR 27 jul/21
3 34 B RD 28 juli21
3 34 C UR 29 a 30juli21
3 35 C CR 03 a 06 ago/21
3 35 C BN 16 a 18 ago/21
3 35 C SM 20 a 26 jul/i21
4 38e39 C SM 30 nov a 07 dez/21
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Ano Campanha Setor Estuério Data

4 39e40 C BN 08 a 10 dez/21 e 07 jan/22
4 39 B RD 14 a 15 dez/21

4 39 C UR 16 al7dez_21

4 40 A PA 12 a 19 jan/22

4 40 A PM 20 a 27 jan/22

4 40 A CA 28 jan/22

4 41 B BR 15 fev/22

4 41 C CR 03 a1l fev/22

1.5.2 Fluorescéncia da Clorofila a

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

1.5.3 Assimilacdo de CO; e trocas gasosas

Para as medidas da assimilacdo de CO: utilizou-se um medidor portatil de fotossintese
(Infraredgasanalyzer, IRGA) modelos LCi, LCiT e LcproT (ADC, BioScientific Ltd. Hoddesdon,
England). O parametro analisado como indicador neste relatério foi assimilagdo de CO: (A - pmol m=2
s?).

1.5.4 Analise estatistica

Todos os dados foram submetidos aos testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Barttelt). Os parametros fisiol6gicos que ndo apresentaram normalidade foram submetidos ao teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis para as comparacdes entre os periodos (seco e chuvoso) para cada
estuério, seguido do teste de comparacdes multiplas a posteriori (Teste de Dunn) (ZAR, 1996). J4 os
parametros fisioldgicos que apresentaram normalidade foram submetidos ao teste ANOVA, seguido do
teste post-hoc Tukey. A regido onde estéo 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 0
pacote de tratamento estatistico Statistica (STATSOFT®).

Relatorio Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest 15

GOERAL [y
/“‘ Oan,
< AN
i

a3 FEST w

A\

OINYS O

&



ra FEST

Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia

Andlises de Componentes Principais utilizando dados fisioldgicos e de concentracdo de metais em
folhas foi construida por meio de matriz de correlagcdo dos dados (LEGENDRE e LEGENDRE, 1994),
para isto empregou-se o programa R (R CORE TEAM, 2021), usando os pacotes “ggplots” (WICKHAM,
2016), FactoMineR (LE et al., 2008), factoextra (KASSAMBARA e MUNDT, 2017) e factolnvestigate
(THULEAU E HUSSON, 2020).Uma PCA contemplando os estuarios dos compartimentos A, B e C para
R. mangle foi produzida o periodo chuvoso e outra para o periodo seco. Em continuidade, ao exibido
no Relatério Anual (RRDM, 2022, RT39C, Anexo 5 Manguezal), uma PCA para o Ano 4 (periodo
chuvoso) foi construida para R. mangle e L. racemosa. Para Talipariti pernambucense foi construida
apenas uma PCA considerando todos os periodos amostrais, uma vez que a espécie € amostrada

apenas na foz do Rio Doce.

Considerou-se como nivel de significancia estatistica o a igual a 0,05 para todos os testes.

1.6 DIAGNOSTICO SOBRE A FAUNA DO MANGUEZAL, COMPARTIMENTO CARANGUEJOS

1.6.1 Desenho amostral

Em cada area de estudo parcelas fixas, denominadas estacfes de coleta, com aproximadamente 75
mz2 foram delimitadas ao longo do gradiente estuarino: estuario inferior (Setor 1), médio (Setor 2) e
superior (Setor 3). Em cada setor, as estacBes foram demarcadas préximo as margens direita e
esquerda dos canais mais representativos do estuario. 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 estacdes variou em funcdo dos
estuarios e das espécies, U. cordatus e C. guanhumi. Esta variabilidade no niumero de estacdes
amostradas em relacdo ao numero de planejadas, propostas no Termo de Referéncia, foi justificada
pelo fato do ecossistema manguezal nos estuarios do rio Riacho (Barra do Riacho) e Ipiranga
(Urussuquara) apresentarem extensdo estreita na zona intertidal, ndo sendo possivel o
estabelecimento das parcelas fixas em bosques de bacia. A diferenca no niUmero de esta¢des entre as
espécies justifica-se pela condi¢do natural de distribuicdo de C. guanhumi na faixa supratidal e pelo
fato desta estar ameacada de extingdo por perda de habitat e sobreexplotacdo, dificultando a
demarcacao de estagbes amostrais nos estuarios monitorados no norte do Espirito Santo. Além da sua
baixa densidade populacional, 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 supressé@o de vegetagcdo, bem como ao fato da faixa de planicie sujeita a
inundacdo pelas marés de sizigia mais extremas necessaria para o0 recrutamento da espécie ser
relativamente estreita.

Em cada estacao, 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 movimentacgao de substrato), para estimativa da densidade de individuos (individuos/m?); e

medi¢do do didmetro (menor e maior) da abertura de cada galeria, uma vez que estas sédo elipticas,
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para a auxiliar na avaliacdo da estrutura populacional. As medi¢des dos didmetros das galerias f(;r_e&n
realizadas com o auxilio de paquimetro de aco (marca Digimess), com precisdo 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, com base no método descrito por Schmidt et
al. (2008). A contagem das galerias permitiu a estimativa da densidade populacional uma vez que cada
galeria, aberta ou fechada, é habitada por um individuo (SCHMIDT, 2006).

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 abddémen) (MELO, 1996) e o comprimento e largura do cefalotérax foram medidos com paquimetro
digital (sem adaptag&o) da marca Digimess, com precisdo de aproximadamente 0,03 mm, posicionado
sobre a superficie dorsal da carapaca. Os individuos foram liberados no proprio local de captura logo

apo6s as medices.

As amostragens foram bimestrais estendendo-se de outubro de 2018 a setembro de 2019 e a partir de
outubro de 2019 passaram a ser trimestrais. As amostragens de C. guanhumi no Espirito Santo
comecaram efetivamente em novembro de 2018, pois no primeiro campo (campanha 3) 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 Quadro 3 exibe as datas das campanhas de campo em

cada ano do monitoramento.

Fémeas ovigeras de U. cordatus foram coletadas nos estuarios Piraqué-Acu (Aracruz), Piraqué-Mirim
(Aracruz), Ipiranga (Urussuquara, Linhares), Mariricu (Barra Nova, S&o Mateus), Sdo Mateus
(Conceicao da Barra) 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 S&o Mateus, para posteriores analises
e tombamento das espécies no acervo do projeto. A auséncia da coleta de fémeas ovigeras em alguns
estuarios é devido a dificuldade da captura dos individuos pelos catadores locais, contratados pelo
Anexo. Os mesmos relataram dificuldades para a coleta, pois as galerias sdo profundas e construidas
no entorno das raizes de mangue dificultando o acesso pela técnica de braceamento, além disso,
fixadas a estas raizes muitas vezes ha presenca de ostras limitando ainda mais a captura. Em 2020,

as areas nao foram amostradas em decorréncia do inicio da pandemia Covid-19.
1.6.2 Procedimentos em laborat6rio

As fémeas ovigeras foram lavadas para retirar o excesso de sedimento e, em seguida, as medi¢Bes
biométricas (comprimento e largura do cefalotrax) foram realizadas. O peso do individuo com seus
ovos foi obtido em balanca de alta precisédo (modelo AL500C da marca Marte) com precisao de 0,001
g. ApGs este processo, as fémeas foram preservadas em solucdo diluida contendo 90% de agua
destilada e 10% de formaldeido. Posteriormente, a raspagem da massa ovigera presa nos pledpodos
foi realizada e as seguintes informacdes foram obtidas: (1) peso total (g); (2) peso da subamostra em
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gramas (g) obtidos a partir de balanc¢a de alta preciséo; e (3) contagem de ovos, por unidade, da massa
ovigera de cada fémea. Para estimar a fecundidade, os ovos foram retirados dos pledpodos das fémeas
e colocados em solucdo de hipoclorito de sdédio (NaClO) 5% em 100 ml de agua destilada e,
posteriormente, agitados durante cinco minutos para permitir a dissociacdo dos ovos. Apds a
separacdo, eles foram cuidadosamente lavados com agua destilada e uma amostra de 2,5 g/ml foi
retirada com ajuda do eppendorf. A separacao e a analise do niUmero de ovos por massa ovigera foram
feitas utilizando-se o estereoscopico éptico (marca Nikon, modelo Leica M80). Apds a separacao, a
massa foi fotografada com camera digital (modelo LEICA EZ cdmera 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 o aumento empregado
pela objetiva selecionada para a visualizacdo da imagem no estereoscopico. O nimero de ovos em
cada imagem foi contado através do programa Paint e CountThings e posteriormente, 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; e nome do catador responsavel pela coleta. Os exemplares foram
armazenados em frascos e conservados no freezer (marca Electrolux, modelo H500) até o posterior

tombamento no acervo do projeto.
1.6.3 Analises estatisticas
Densidade populacional, largura de cefalotérax e variaveis ambientais

Os valores de densidade populacional em cada unidade amostra (n = 3) foram obtidos considerando-
se as contagens de galerias habitadas (tapadas e abertas) registradas. O menor didmetro 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., 2008a). A estimativa foi obtida pela conversdo do valor do menor diametro
da galeria em comprimento de cefalotérax (Equacéo 1) e, posteriormente, em largura (Equacéo 2), por
meio das equag0es lineares propostas por Schmidt et al. (2008a), sendo elas:

Abertura da galeria
Diametro menor = 0,36+1,04*CC (Equacao 1)
Comprimento do cefalotérax
LC = -0,05+1,30*CC (Equacao 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 e a homogeneidade das
variancias foi testada através do teste de Bartlett. Os dados foram transformados (log + 1) quando n&o
apresentaram distribuicdo normal ou variancias homogéneas. A ANOVA unifatorial foi aplicada para

verificar diferencas da densidade populacional de U. cordatus entre os periodos monitorados (chuvoso

Relatorio Semestral de Evolugédo 2022 — PMBA/Fest 18

G ',/‘.
S oppars &



ra FEST

Fundacdo Espirito-santense de Tecnologia

2018/2019, seco 2019, chuvoso 2019/2020, chuvoso 2020/2021, seco 2021 e chuvoso 2021/2022) em
cada estuario. Nao houve coleta de dados no periodo seco 2020 em fungéo da pandemia Covid-19. Os
periodos chuvosos correspondem aos meses entre outubro e marco, e 0s secos, entre abril e setembro.
As mesmas analises foram aplicadas para a variavel dependente largura do cefalotérax (mm). Quando
os dados ndo apresentaram distribuicdo normal mesmo apos a transformagéo, o teste ndo-parameétrico
Kruskal-Wallis e o pés hoc de Comparacdes Mdltiplas de Dunn com a correcdo de Bonferroni para
ajustar o valor de significancia 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 periodos em cada estuario. A analise de normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias também foi realizada utilizando o teste de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Os dados
foram transformados (log + 1) quando nédo atenderam as premissas para aplicar ANOVA paramétrica
(Teste F), e o teste de Tukey para comparacdes mdltiplas. Apés a transformacéo, utilizou-se o teste
nado-paramétrico Kruskal-Wallis e o teste de comparacées miltiplas de Dunn ao ndo atenderem

novamente as premissas.

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 estuéario. Para C. guanhumi, os histogramas foram elaborados com base nos valores

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

O conjunto de dados obtido, densidade e largura do cefalotérax de U. cordatus, juntamente com
granulometria (fracBes areia e lama em %), teor de matéria orgéanica (%) e carbonato de céalcio CaCOs3
(%) no sedimento, concentracdo de metais no sedimento (Aluminio, Cromo, Cobre, Ferro, Manganés,
Chumbo, e Zinco em mg/kg) foi submetido a uma andlise multifatorial, com as médias de cada variavel
disposta em uma analise de componentes principais (PCA = Principal Component Analysis). Para a
realizacdo desta analise, utilizou-se o procedimento segundo Gotelli e Ellison (2013) com
representacao grafica biplot (HOTELLING, 1933; CRUZ e CARNEIRO, 2006). A PCA foi empregada
considerando as amostras coletadas nos manguezais dos estuarios dos compartimentos A (Piraqué-
Acu e Piragué-Mirim), B (Barra do Riacho) e C (Urussuquara, Barra Nova, Sdo Mateus e Caravelas)
nos periodos chuvosos (chuvoso 2018/2019, 2019/2020, 2020/2021 e 2021/2022), e posteriormente,
periodos secos (seco 2019, 2021 e 2022). Os valores de cada variavel foram inicialmente padronizados
pela equacdo 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 representacéo
da variabilidade foi feita em gréfico bidimensional com base nos dois primeiros componentes principais.
Andlise de correlacdo de Pearson também foi realizada entre os parametros populacionais
considerando todo o PMBA. Esta e as demais andlises foram realizadas usando o Software Rstudio (R
CORE TEAM, 2022, verséo 4.2.1).
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1.6.4 Fecundidade
A fecundidade foi estimada por meio da expresséo proposta por Ogawa e Rocha (1976) descrita abaixo:
F = N*(P/PS) (Equacéo 3)

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

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

A andlise de covariancia (ANCOVA) foi realizada para comparar a fecundidade de U. cordatus,
considerando o tamanho médio uma covariavel, entre os periodos reprodutivos (2019, 2021 e 2022) no
ambito do PMBA e dados pretéritos encontrados por Porto et al. (2021), em 2015 e 2016, no estuario
do Rio S&do Mateus. Ndo houve coleta de fémeas ovigeras em 2020 em decorréncia do inicio da
pandemia Covid-19. A homogeneidade das variancias foi testada por meio do teste de Levene e o teste
de Shapiro-Wilk foi conduzido para avaliar a distribuicdo dos residuos (ZAR, 2010). As analises dos

demais estuarios serdo abordadas no préximo relatério do PMBA/Fest.
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