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1  HISTORICO DE MALHA E FREQUENCIA AMOSTRAL

A malha e frequéncia amostral do Programa de Monitoramento da Biodiversidade Aquética da Area
Ambiental | (PMBA/Fest) passou por modificacées ao longo do tempo, visando seu aperfeicoamento
para atendimento aos objetivos do PMBA/Fest. Estas alteracdes foram aprovadas pela Camara Técnica
da Biodiversidade (CTBio) por meio de: (1) oficio SEI n°® 1/2020-CTBio/DIBIO/ICMBIo, de outubro de
2019 (para o periodo de transicdo) e (2) Proposta Técnica de continuidade do monitoramento,

apresentadas e aprovadas em 2022, visando o “Novo Ciclo do PMBA/Fest”.

As modificagcbes implementadas se encontram nos seguintes Materiais Suplementares: 1) MS — Malha
e Frequéncia amostral, onde as diferentes malhas e frequéncias amostrais sdo apresentadas nas abas
“Ano 17, “Transi¢ao”, “Novo Ciclo” e “Histérico Frequéncias” e 2) MS — Mapas das malhas amostrais,
com a espacializacdo historica referente as malhas amostrais dos Ambientes. Como forma de
esclarecer os periodos contemplados em cada uma delas, “Ano 1” se refere as estagdes amostrais
monitoradas entre setembro de 2018 e setembro de 2019, “Transi¢do” as estagdes entre outubro de
2019 e julho de 2022 e “Novo Ciclo” referente as estacdes amostrais monitoradas a partir de agosto de
2022, a excecdo do grupo da Ecotoxicologia, que iniciou a amostragem referente ao Novo Ciclo em
janeiro de 2023.

2 METODOLOGIA

A metodologia apresentada contempla o0 escopo em vigéncia ho momento de entrega deste relatério,
ou seja, as amostragens e analises previstas para o Novo Ciclo do Programa de Monitoramento da
Biodiversidade Aquética — PMBA submetidas a Fundagio Renova através do FORMULARIO DE
APRESENTACAO DE PLANO DE TRABALHO em agosto de 2022 (e dezembro de 2022 para o Tema
Ecotoxicologia). Apds a descricdo da metodologia implementada, serd apresentado um breve descritivo
sobre as modificagbes metodoldgicas (parametros, analise de pardmetros ou grupo de parédmetros,

dentre outros) que ocorreram ao longo da evolucdo do PMBA/Fest a fim de determinar os indicadores.
2.2 COLETA

2.2.1 Analises de contaminantes no sedimento, material depositado sobre as folhas

(“Spray”) e tecidos vegetais

Coleta de sedimentos: as amostras de sedimentos foram coletadas semestralmente, respeitando a
periodicidade estabelecida pelo monitoramento (periodo seco/chuvoso). A abrangéncia inclui as trés
formag0Oes vegetais (herbacea, arbustiva e arbérea) amostradas em cada estacdo do Tema Restinga.
Considerando a insercéo do ecossistema Restinga no Ambiente Costeiro, a area monitorada seguiu a
divisdo reconhecida pelo Tema Praias e adotada por todos os temas deste ambiente. Assim, o litoral
compreendido entre os setores dos terracos de abrasdo e planicie costeira do Rio Doce foi

compartimentalizado em trés compartimentos, A, B, e C, sendo o compartimento B ainda subdividido
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em B e B’, em vista de suas diferengas de amplitude topogréfica. Para o Tema Restinga, as estacdes
monitoradas se localizam no Compartimento C, com estacdes amostrais entre a Area de Protecéo
Ambiental de Conceicéo da Barra e Degredo (E1, E3, E4 e E10); no Compartimento B’, abrangendo as
estacdes amostrais de Cacimbas (E6) e Reserva Biol6gica de Comboios (E7); e no Compartimento A,
gue se restringe a estagdo amostral E9, em Mar Azul, Aracruz. O critério de escolha das coletas de
sedimento incluiu 10 pontos estabelecidos proximos as plantas monitoradas pelos estudos
ecofisiologicos. Foram coletadas amostras com 20 cm de profundidade com auxilio de pas de plastico,
suficientes para analise em triplicata. As amostras foram secas em estufa a 60°C por 72 h ou até peso

constante.

Analises do material depositado sobre as folhas (“Spray”): as coletas foram realizadas nas
estacBes amostrais definidas em funcéo do posicionamento ha compartimentacdo e morfodindmica de
regido costeira do Espirito Santo. Folhas das espécies selecionadas nestas estacfes e nas trés
formacGes vegetais foram lavadas com 50 mL de agua ultrapura e o liquido recolhido em tubos Falcon
50 mL, com adicdo de HNOs a 2% (v/v) para conservacdo. As amostras foram mantidas sob

refrigeracdo até o envio para as analises quimicas (Laboratdrio de Espectrometria Atdmica/UFES).

Coleta de estruturas vegetais: espécies-chave selecionadas nas estacdes amostrais foram
analisadas, com tratamentos compostos por cinco individuos. As espécies escolhidas estdo entre as
com maior valor de importancia, elencadas previamente pelos estudos fitossociolégicos e que melhor
representam as comunidades de cada estacdo. Os 6rgdos coletados de um mesmo individuo foram
agrupados para obtencdo de material suficiente para andlise em triplicata. As amostras vegetais

coletadas foram secas em estufa a 60°C por 72 h ou até peso constante.

Coleta de recursos florais: a analise de estruturas reprodutivas e recompensas florais considera a
amostragem de polen e mel, as quais permitem a determinag&o da origem floral e presenca de pélen
das espécies mais frequentes encontradas nas esta¢fes amostrais de acordo com cada localidade de
producdo. As amostras foram coletadas na Comunidade Quilombola de Degredo, municipio de
Linhares, proximo a area amostral de monitoramento da Restinga em Degredo (E10). O critério de
escolha considerou o posicionamento intermediario das colénias em relacdo aos Compartimentos B e
C, posicionamento que abrange o ecossistema Restinga, incluindo as trés fitofisionomias estudadas no
PMBA/Fest (herbacea, arbustiva e arbérea). Como a area de forrageamento das abelhas abrange um
raio de trés quildbmetros no entorno da colmeia e, as colbnias distam cerca de 2,8 km da linha da costa,
a escolha deste setor atende aos critérios de avaliagdo de uso dos recursos no ecossistema estudado.
Um total de cinco colmeias de Apis mellifera (Linnaeus, 1758) foram avaliadas. As amostras de poélen
foram coletadas com o auxilio de coletores de pélen de plastico instalados na entrada das colmeias e
pools de amostras de mel foram coletados diretamente dos favos. As amostras foram acondicionadas
em tubos falcon esterilizados e acondicionados a 22°C. Apés processamento, aliquotas de 1g de pdlen
e mel foram encaminhadas em triplicata ao Laboratério de Espectrometria Atdmica do Departamento
de Quimica da Universidade Federal do Espirito Santo (LEA/UFES) para a determinagéo de elementos

quimicos.
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2.2.2 Inventério Floristico e da Estrutura, e Fenologia da vegetacéo

O monitoramento das estacbes amostrais da Restinga reveste-se de extrema importancia para a
validacdo dos indicadores de impacto do rejeito de Mariana/MG via salsugem. O monitoramento foi
realizado nas sete estacdes amostrais estabelecidas para o novo Plano de Trabalho do Tema Restinga.
Especificamente, na estacao amostral Mar Azul/Aracruz (E9) a restinga é pouco desenvolvida e sob

influéncia da aproximacdo da Formacdo Barreiras junto a costa, resultando em uma distribuicdo

diferenciada da vegetacdo, implicando em logistica diferencial em relacdo as demais estacles
amostrais.

Em cada uma das esta¢gfes amostrais, o inventério floristico foi realizado por meio de caminhamento
aleatdrio, nas &reas das linhas e parcelas, marcadas em formagéo herbacea (haldfila-psamdfila, Figura
1A), arbustiva (aberta ndo inundavel, Figura 1B, ou fechada ndo inundavel, Figura 1C) e arbérea
(formacéo florestal, Figura 1D) e fora delas. Espécimes férteis observados foram coletados, de um
individuo por espécie, em cada fitofisionomia, em todas as areas, durante outubro/2018 a
setembro/2023. Para cada espécime, foram coletados, sempre que possivel, cinco ramos férteis (com
folhas, flores e/ou frutos). Além disso, foram compiladas informacdes sobre a planta, como o habitat,
os estadios de floracao e de frutificacéo e outras observacdes ecolégicas ou morfologicas pertinentes.

Foram anotadas as coordenadas geogréficas, com o auxilio de um GPS, e realizada a documentacéo
fotogréfica.

Relatério Anual 2023 — PMBA/Fest 6
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Figura 1: Aspecto geral das formag8es vegetais nas estagdes amostrais do Tema Restinga, monitoradas ao longo da regido
costeira do Espirito Santo, no &mbito do PMBA/Fest. A. Formagédo Herbacea ndo Inundavel. B. Formagao Arbustiva Aberta ndo
Inundavel. C. Formacao Arbustiva Fechada n&o Inundéavel. D Formag&o Florestal ndo Inundavel.

O material coletado, prensado e inicialmente seco em campo foi transportado ao Herbario VIES, em
Vitéria, onde continuou o processo de secagem até o periodo completo de cinco dias, apés o qual foi
encerrado em sacos plasticos e levados ao freezer para descontaminagao, por sete dias. Apds a
descontaminacgéo, as exsicatas foram montadas, identificadas e depositadas no Herbério VIES e no
Herbario SAMES, da Universidade Federal do Espirito Santo.

Para o acompanhamento da dindmica da vegetag&o no espaco e tempo, o levantamento da estrutura
da comunidade da formacgado herbéacea foi realizado inicialmente em duas amostragens, a primeira
em outubro/novembro/2018 (periodo Chuvoso Ano 1) e a segunda em maio/2019 (periodo Seco Ano
1), para acompanhar a dindmica da vegeta¢do no espaco e tempo. Como ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os periodos de avaliacdo, a periodicidade de amostragem exigiu
intervalos mais longos a fim de se obter diferencas diagnosticaveis. Desta forma, outras trés avaliacdes
foram efetuadas em fevereiro/2021 (periodo Chuvoso Ano 3), janeiro/2022 (periodo Chuvoso Ano 4) e
abril/2023 (periodo Seco Ano 5). Nessa formacao, utilizou-se o método de parcelas alternadas de
Mueller-Dombois e Ellenberg (1974), consistindo em parcelas de 1 m?, lancadas ao longo de uma linha
perpendicular ao mar, obedecendo a alternancia de lados e intervalos de 1 m. Em cada area foram

estabelecidas dez linhas distanciadas entre si em 50 metros. Em cada parcela foram estimados
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visualmente os percentuais de area nua (AN) e area com cobertura vegetal (CV) das espécies
encontradas de acordo com Brower e Zar (1977). Os comprimentos dos transectos variaram conforme
a distancia entre o primeiro vestigio de vegetagédo e a transicdo com outro tipo de formacao.

No levantamento da estrutura da vegetacdo na formacado arbustiva, foi utilizado o método de
intercepto de linha (MUELLER-DOMBOIS e ELLENBERG 1974). A coleta foi inicialmente realizada em
outubro/novembro/2018 (periodo Chuvoso Ano 1), entretanto, mudancas na estrutura desta vegetacao
demandam tempo para serem capturadas, exigindo que as avaliacbes futuras abrangessem mais
tempo. Assim, as avaliacdes seguintes foram efetuadas em abril/2021 (periodo Seco Ano 3), maio/2022
(periodo Seco Ano 4) e abril/2023 (periodo Seco Ano 5). Foram demarcadas sete linhas (orientadas
por bussola) por toda extensédo da vegetagdo, no sentido mar — continente, com uma distancia de 50
m entre elas. A extens&o da linha variou de acordo com a largura da faixa de vegetacéo analisada. Os
individuos lenhosos e herbaceos com altura igual ou superior a 50 cm que interceptaram as linhas
foram incluidos na amostragem. Para cada individuo foram obtidas: a extensdo do individuo
interceptado pela projecdo da linha e sua altura. Lianas e herbaceas menores que 50 cm foram

anotadas apenas quanto a sua presenca.

A estrutura da vegetacdo na formacdo arbdrea foi avaliada segundo metodologia sugerida por
Gentry (1991), sumarizada por Phillips e Miller (2002) e enquadrada no Programa de Amostragem
Rapida (HIGGINS e RUOKOLAINEN 2004). Tal metodologia é considerada eficiente para a estimativa
da diversidade, pois inclui plantas jovens, arvores, arbustos, trepadeiras e hemiepifitas, geralmente nao
amostrados em parcelas de arvores (CLINEBELL et al. 1995). A amostragem foi realizada anualmente
e ao longo de trés transectos de 2 x 50 m, totalizando 0,03 ha, estabelecidos perpendicularmente a
uma linha base, distantes 50 m entre si, e 50 m da borda da floresta, para minimizar o efeito de borda
e evitar a sobreposicéo de areas amostradas. A amostragem foi realizada em duas faixas de 1 m ao
longo de cada linha mestra (50m) orientada com bussola. Nos transectos foram incluidos todos os
individuos com DAP (Diametro a Altura do Peito) igual ou superior a 2,54 cm. A altura de cada individuo
foi estimada visualmente, tomada com o auxilio de uma tesoura de alto poda (10m), sempre pelo
mesmo membro da equipe. Os individuos mortos também foram amostrados. Os individuos perfilhados
acima do sedimento e abaixo da altura do peito (1,30 m) foram incluidos quando um dos seus ramos
obedecia ao critério de inclusao, sendo anotado a CAP (Circunferéncia a Altura do Peito) de todas as
ramificacdes para o célculo da area basal. A amostragem inicial da comunidade foi realizada em
outubro e novembro/2018 (periodo Chuvoso Ano 1), contudo maiores intervalos foram necessérios para
captura de possiveis mudangas estruturais. Assim, as avaliacdes posteriores foram efetuadas
anualmente, em julho e agosto/2021 (periodo Seco Ano 3) e outubro/2022 (periodo Chuvoso Ano 4).

A coleta de dados fenoldgicos da vegetacdo da Restinga durante o Ano 1 permitiram definir a
sazonalidade de desenvolvimento da vegetagcdo, mesmo sob efeito de condi¢gbes climaticas durante
anos superumidos (2018-2019). Devido a necessidade de ajustes associados a periodicidade de
coletas (ora mensal/trimestral), a média da intensidade de floracdo e frutificacdo foi definida

semestralmente, dentro da periodicidade chuvoso e seco. A coleta de dados foi efetuada através de
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observacdes diretas de ao menos cinco individuos, previamente marcados, das espécies com maior
valor de importancia definidos pelo estudo fitossocioldgico, bem como de espécies auxiliares como
ameacadas de extingdo ou raras. O registro fotografico dos individuos avaliados foi obtido, gerando
uma matriz de presenca e auséncia dos estagios fenolégicos de cada espécie. Observacdes
complementares em individuos ndo marcados foram realizadas em cada comunidade, a fim de

melhorar a interpretacdo dos dados e capturar efeitos isolados (e.g. fitossanidade).
2.2.3 Monitoramento ecofisiologico da vegetacédo de restinga

Para a continuidade do monitoramento das respostas ecofisiolégicas da vegetacdo das restingas, as
andlises (campo e laboratoriais) foram realizadas nas sete estacbes amostrais, trés formacdes
(herbaceas, arbustiva e arbérea) e, devido a dificuldades de acesso em algumas das formacoes, 0
ndamero de espécies amostradas variou de duas a cinco por formacdo. Estatisticamente, séo
apresentados neste relatério os resultados de duas espécies por formacdo: Ipomoea imperati e
Canavalia rosea (herbaceas), Allagoptera arenaria e Guapira pernambucensis (arbustivas) e Protium

heptaphyllum e Manilkara salzmannii (arboreas).

Cinco individuos de cada espécie de interesse foram avaliados trimestralmente in situ nos poligonos
amostrais j& monitorados. Individuos das trés formacbes vegetais foram analisados quanto a
produtividade primaria nas primeiras horas da manha (entre 7 e 11 horas, horario solar), por meio da
andlise da Cinética de Emissdo da Fluorescéncia Répida (STRASSER et al., 2010, LI et al., 2014,
BACARIN et al., 2016, CHEN et al., 2016, KALAJI et al, 2016), utilizando-se um fluorébmetro portétil
(Handy-PEA, Hansatech Instruments®, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Somados a isso, semestralmente,
para as analises de assimilagdo fotossintética, as trocas gasosas foram estimadas utilizando-se um
analisador de gases no infravermelho, portétil, (IRGA, modelo LCPro T, ADC BioScientific Ltd.,
England), sendo submetidas a radiagao fotossinteticamente ativa artificial saturante (1.300 pmol m2 s’

1), e em concentragdo de CO2 ambiente.

Para as andlises laboratoriais relacionadas aos aspectos ecofisiolégicos, amostras vegetais foram
coletadas semestralmente com tratamentos compostos por cinco individuos, congeladas em nitrogénio

liquido (N2) e armazenadas em laboratério a temperatura de -80°C.

2.2.4 Respostas de espécies vegetais a contaminacdo por elementos minerais e capacidade

de recuperacdo da Restinga
2.2.4.1 Coleta de sedimento e material vegetal para ensaios in vitro

Microbiota do sedimento: Para a avaliacdo de microrganismos promotores de crescimento vegetal e
caracteristicas de interesse a fitorremediagdo, amostras de sedimento contendo raizes das espécies
selecionadas foram coletadas nas diferentes formacdes vegetais. No caso das espécies herbaceas, o
sedimento nas imediacdes das plantas foi regado com 4gua ultrapura e o sedimento imediatamente
adjacente e aderido as raizes das plantas foi amostrado juntamente com o material vegetal. Nas plantas
arbustivas e arbéreas, apés a rega, amostras de sedimento e raizes presentes na projecao da copa

dos individuos das espécies de interesse foram coletadas nos primeiros 20 cm do substrato, atentando-
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se para a presenca de sedimento aderido as raizes (rizosférico). Em seguida, as amostras foram
identificadas e armazenadas sob refrigeracdo até transporte ao Laboratério de Bacteriologia Vegetal
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Apds o recebimento, as amostras foram pesadas e

classificadas quanto & sua composicéo.

Ensaios com extrato solubilizado: A coleta de sedimento, para analise dos efeitos dos elementos
guimicos presentes no sedimento das estagcfes amostrais da Restinga, foi realizada
concomitantemente a amostragem para as analises de contaminacao do sedimento. Amostras foram
coletadas ao longo da secédo transversal da formacdo vegetal de cada estacdo, com o auxilio de

pazinhas de pléstico, e acondicionadas em embalagens plasticas do tipo zip-lock.
2.2.4.2 Estudos ex situ de espécies da restinga

Considerando a escassez de informacdes da literatura sobre a propagacao das espécies de restinga,
o principal desafio dos estudos ex situ foi estabelecer protocolos de propagacdo por estaquia,
desenvolvimento e viabilizacdo de mudas tanto para a reintroducdo dessas espécies por meio de
replantio em d&reas negativamente afetadas pela acdo antrépica, quanto também para
experimentos/pesquisas que possibilitem um maior entendimento do efeito dos metais nos aspectos
funcionais das plantas de regifes atingidas por derrame de rejeitos de mineracdo. Desse modo, a
propagacao vegetativa apresenta-se como um método sélido e coerente para atingir tais objetivos
(BERNARDES et al., 2017).

O material botanico usado para estaqueamento foi coletado nas estacbes amostrais das restingas
monitoradas no ambito do PMBA/Fest, nas quais pelo menos dez amostras botanicas de individuos
adultos de cada espécie foram coletadas, das trés formacgfes vegetais: herbacea, arbustiva e arborea.
A poda para coleta in situ foi realizada na regido apical dos ramos laterais/estolées durante as primeiras
horas da manhd, e as estacas semipreparadas em campo, tendo sua base cortada em bisel, e em
seguida foram acondicionadas em sacos plasticos com agua.

Os experimentos foram instalados em casa de vegetacdo da area experimental do Setor de Boténica
da UFES, campus Goiabeiras. Na casa de vegetacdo, a intensidade luminosa, a temperatura e a
umidade foram controladas. O controle de temperatura foi feito por meio de um sistema de refrigeracao

intermitente, em que o sistema era acionado sempre que a temperatura atingisse 33 °C.

Para as espécies herbaceas, testes iniciais quanto ao restabelecimento/rebrotamento das plantas em
cultivo protegido, apds propagacao por estaquia, foram realizados com quatro espécies, Blutaparon
portulacoides, Canavalia rosea, Ipomoea imperati e Ipomoea pes-caprae, coletadas nas restingas
monitoradas do litoral norte do Estado do Espirito Santo durante os periodos chuvoso (verao) e seco
(inverno) do ano 2021.

As estacas obtidas em campo foram cortadas posteriormente em pedagos de 10 cm preservando-se
trés folhas por estaca, plantadas em bandejas de polietileno contendo areia lavada e esterilizada, sem
enraizadores e mantidas sobre bancadas a uma altura de 1,30 m do sedimento, sendo protegidas com

tela termorrefletora, com 50% de transparéncia. As estacas foram inseridas cerca de 10 a 15 cm no
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substrato. Foram observadas brotacdes, queda de folhas, mortalidade das estacas, diametro (m) e

comprimento (cm) dos estoldes.

Ensaios com espécies arbustivas e arbdreas também foram realizados em espécies arbustivas,
amostradas em periodo seco: Coccoloba alnifolia, Eugenia astringens, Guapira pernambucensis,
Mimusops coriacea, Myrciaria strigipes, Myrsine parvifolia, Tocoyena bullata e Culpania emarginata; e
espécies arbdreas: Eugenia hirta, Manilkara bella, Manilkara salzmannii, Pera glabrata, Pouteria
pachycalyx, Protium heptaphyllum e Psidium cattleianum.Devido ao baixo sucesso no estabelecimento
das espécies arbustivas e arbdreas, novos ensaios foram realizados com a utilizag&o de enraizadores
em espécies de interesse como arbustiva: Chrysobalanus icaco, C. alnifolia, E. astringens, G.
pernambucensis, Schinus terebinthifolius e Jacquinia armillaris; e arbdreas: Annona acutifolia, P.
cattleyanum, M. bella e M. salzmannii, , as quais também foram obtidas por estaquia em julho, agosto
e outubro de 2022. Na area experimental, as estacas coletadas foram tratadas com fertilizante FORTH
Enraizador®, de acordo com o protocolo do fabricante. Em seguida, as estacas foram plantadas em
vasos de 5 kg contendo substrato composto por terra, areia e substrato organico comercial Terra

Vegetal - Nutri&Verde® na propor¢do 1:1:1, sendo dispostas quatro estacas por vaso.
2.3 ANALISE

2.3.1 Contaminacdo do sedimento, do material depositado sobre as folhas (“Spray”) e dos
tecidos vegetais, e granulometria

Andlise dos elementos quimicos: A quantificacdo analitica foi realizada pelos laboratérios: (1)
Laboratério de Espectrometria Atbmica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Espirito Santo (LEA/UFES) para andlise de elementos quimicos por decomposi¢cdo pseudototal no
sedimento utilizando protocolos anteriormente estabelecidos (USEPA 3051A, 2007) e que foram
modificados para a andlise das amostras vegetais, bem como a quantificacdo de elementos-traco
(fracdo total) nas amostras de material depositado sobre as folhas (“Spray”), que seguiu o método EPA
3015a para agua (USEPA, 2007b). As amostras foram analisadas por ICP-MS (espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado) e ICP OES (espectrometria de emisséo 6ptica com plasma
indutivamente acoplado); e (2) Laboratério de Andlises do Solo, do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa (DPS/UFV), para analise de nutrientes biodisponiveis no sedimento
(Fe, Mn, Cu e Zn por extrator de Mehlich-1) e micronutrientes no tecido vegetal (SARRUGE e HAAG,
1974), determinados por espectrometria de absorgdo atbmica em chama (FAAS). A caracterizacdo das
areas costeiras das restingas monitoradas pelo PMBA/Fest se baseou na analise das concentragtes
dos elementos quimicos Al, As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sn, V e Zn. Dentre eles, os niveis de
elementos totais presentes no sedimento apresentados no Estudo de Impacto Ambiental do Terminal
Portuério de Uso Multiplo da Nutripetro — EIA-Nutripetro, realizado em 2013 (PSG, 2013), foram usados

como principal fonte de referéncia.

Analise fisica do sedimento: No Novo Plano de trabalho do Tema Restinga, a determinagcédo da
granulometria dos sedimentos arenosos foi realizada pelo Laboratério de Geomorfologia e
Sedimentologia Costeira (LAGES), na Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Inicialmente, as
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amostras foram lavadas para a retirada do sal e colocadas na estufa para secar a temperatura média
de 40°C. Apos a secagem, as amostras foram quarteadas por meio do quarteador do tipo Jones até o
peso aproximado de 50 g. Na sequéncia, a amostra quarteada foi posta no agitador de peneiras por 15
minutos. Para o peneiramento foi utilizado um jogo de peneiras com malha de -2 a4 ¢ (4 a 0,063 mm).
Ap6s o peneiramento, o sedimento retido em cada peneira foi pesado para a determinagdo do
percentual de cada fracdo granulométrica. A partir do percentual das fragcdes granulométricas, os
parametros estatisticos propostos por Folk e Ward (1957) foram calculados para todas as amostras por
meio do programa GRADISTAT (BLOTT e PYE, 2001).

indice Integrado de poluicdo (IPl) e Porcentagem de Elementos Acima da Referéncia (PEAR):
Para acessar os niveis de contaminacdo dos elementos minerais presentes no solo das restingas,
avaliadas neste monitoramento, foi calculado o indice integrado de polui¢éo (IP1) que deriva do indice
de poluicao utilizado para diagnéstico de solos (WEI e YANG, 2010). O calculo do PI é arazao entre a
concentracdo de um elemento e a concentracdo do elemento segundo uma referéncia. A partir dai, o
IPI é obtido pela média dos Pls de todos os elementos avaliados sendo possivel, dessa maneira,
classificar o solo do ambiente em quatro niveis distintos de polui¢ao: baixo (IPl < 1), médio (1 < IPI <
2), alto (2 < IPI = 5) e extremamente alto (IPI >5).

A Porcentagem de Elementos Acima da Referéncia (PEAR) representa o percentual de elementos,
dentro do total analisado, que se encontram acima dos valores de referéncia, permitindo assim realizar
uma analise da evolucao espaco-temporal dos elementos quimicos no solo das trés formacgdes vegetais
das restingas monitoradas.

Para a analise do IPl e PEAR os dados foram avaliados utilizando-se valores norteadores preconizados
no Estudo de Impacto Ambiental do Terminal Portuario de Uso Multiplo da Nutripetro - EIA-Nutripetro -
realizado em 2013 (PSG, 2013). Os resultados foram expressos em mapas tematicos com coloracdes

referentes aos intervalos de classificagcdo definidos.

Fator de bioacumulacdo (BAF): Para determinar a relacdo entre a concentracdo individual de
elementos no sedimento e nas plantas selecionadas, o fator de bioacumulagao (BAF- Bioaccumulation
Factor) foi usado seguindo a férmula proposta por Usman et al. (2012): BAF = Croha/Csolo. Onde: Ctolha

é a concentracdo do metal na folha em mg/kg e Csolo € a concentracéo do referido metal no sedimento
(mg/kg).

2.3.2 Inventério Floristico e da Estrutura, e Fenologia da vegetacao

Apoés a coleta e processamento do material botanico, a identificacdo das espécies foi realizada por
meio de chaves analiticas, diagnoses, descricdes, ilustracbes presentes na literatura, tipos
nomenclaturais e consulta as cole¢fes depositadas no Herbario SAMES, VIES e VIC e nos herbérios
virtuais (http://reflora.jbrj.gov.br/) e INCT-HVFF (http://inct.florabrasil.net/). Quando necessario,
especialistas foram consultados para confirmacédo da identidade de espécimes. Todas as exsicatas
foram digitalizadas e encontram-se disponibilizadas ao publico em geral nos herbéarios virtuais
REFLORA e INCT ou podem ser consultadas pelo site do Herbario VIES
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(http://herbario.ufes.br/consulta-ao-acervo) e SAMES  (http://sames.jbrj.gov.br/v2/consulta.php).

Duplicatas foram enviadas aos herbarios que possuem pesquisadores vinculados ao projeto. A lista de
espécies inventariadas esta apresentada de acordo com a classificacdo do APG IV (2016), contendo
informacdes sobre endemismo e raridade, de acordo com literatura especifica (FLORA E FUNGA DO
BRASIL, 2024), em construcdo (GIULIETTI et al., 2009; DUTRA et al., 2015); e estado de ameaga, de
acordo com o Livro Vermelho da Flora do Brasil (MARTINELLI e MORAES, 2013), e a Lista Revisada
das Espécies Ameacadas do Espirito Santo (FRAGA et al., 2019). Espécies exéticas, naturalizadas e
potencialmente invasoras seguiram o conceito de Moro et al. (2012) e foram identificadas conforme
literatura usual (13N, 2020).

O inventario polinico das amostras do mel de abelha produzido no entorno da Estacdo 10 (Degredo
- Linhares) foi realizado a fim de determinar a origem floral e presenca de pélen das espécies mais
frequentes indicadas pelo estudo fitossociolégico em cada estacdo. Para isso, as amostras foram
tratadas quimicamente segundo protocolos anteriormente descritos (LOUVEAUX et al., 1978; JONES
e BRYANT, 2004) e, apos acetdlise (ERDTMAN, 1960), o material foi montado em laminas com gelatina
glicerinada. O inventario polinico seguiu o protocolo de Moar (1985). Os tipos de po6len identificados
foram classificados de acordo com a frequéncia de classes propostas por Louveaux et al. (1978): pdlen
predominante (> 45%), pélen secundario (15-45%), pélen importante (3-15%), pélen menor (1-3%) e
vestigios poélen (<1%). A identificacao dos tipos de pdlen foi realizada através de literatura e consulta a
especialistas.

Os dados obtidos no levantamento fitossocioldgico possibilitaram a caracterizacdo da estrutura da
vegetacao, utilizando descritores absolutos e relativos de densidade: dominancia, frequéncia e valor

de importancia (VI) segundo Brower e Zar (1984), calculados com o auxilio do programa Fitopac.

A frequéncia possui descritores absolutos e relativos e exprime a distribui¢céo espacial de cada espécie
na area, indicando o niumero de unidades amostrais que uma espécie ocorre em relacdo ao nimero

total de unidades amostrais. Assim, a frequéncia absoluta (FA) pode ser calculada através da férmula:
FA = nPe/nTPe,
Onde: nPe é o nimero de parcelas com ocorréncia da espécie e T 0 nUmero total de parcelas.

A frequéncia relativa (FR) é a relagdo entre a frequéncia absoluta de determinada espécie (FAI) e a

somatéria de frequéncias absolutas de todas as espécies (£XFA), obtida através da férmula:
FR = (FAI/ZFA)*100)

A Dominancia absoluta de espécie (DoA) refere-se a taxa de ocupacdo do ambiente pelos individuos

de uma dada espécie por unidade de area, geralmente por hectare, calculada pela equacéo:

DoA = CTxU/A,
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Onde CT = znCi, n é o niumero de parcelas, C é a cobertura da espécie porm? Ué a areae A éa area
total amostrada.

No caso da dominancia relativa da espécie (DoR), os valores séo obtidos através da formula:
DoR = 100xDoA/DoT,

Onde DoT é a somatdria das dominancias absolutas (m2/ha) e valor de importancia (VI, que é a
importancia de cada espécie na comunidade, reunindo os critérios de analise dos dois parametros: FR
e DoR) de cada espécie encontrada (Brower e Zar 1984).

Foi calculado o indice de Diversidade de Shannon-Weaver para cada comunidade ao longo das
estacdes. Para andlise de similaridade utilizou-se o indice de Similaridade de Sorensen (MUELLER-
DOMBOIS e ELLENBERG, 1974), em que as interpretacGes se deram pela média de grupo. Essa
analise foi realizada pelo programa PAST ver. 2.17. Assumiu-se que o indice de similaridade de
Sorensen indica alta similaridade quando acima de 0,50 (MIRANDA e CARVALHO 2009). Com o
objetivo de classificar as espécies vegetais no que se refere a forma de vida, foi adotado o critério de

classificacdo quanto a forma de vida apresentado por Miller-Dombois e Ellenberg (1974).

Para a fenologia da vegetacao, a partir dos dados obtidos pelas avaliagcfes in loco, o percentual médio
de cada fenofase em uma dada comunidade foi obtido para ser correlacionado com os dados abi6ticos,

ecofisioldgicos e fitossocioldgicos ja obtidos no ambito do PMBA/Fest.

Os estagios fenoldgicos vegetativos e reprodutivos foram definidos de acordo com Morellato et al. 1989.
Foram tomados dados fenoldgicos vegetativos e reprodutivos avaliados sob critérios coerentes com a
bibliografia (MORELLATO et al. 1989). O periodo de brotamento (i) foi definido como aquele que se
inicia com o aparecimento de pequenas folhas membranaceas, brilhantes e com colorag&o verde clara,
alaranjada, amarelada ou avermelhada. A caducifolia (ii) foi definida como o periodo com queda de
folhas perceptivel pela presenca de ramos nus ou copas parcialmente falhadas, folhas com coloragao
amarronzada e enroladas e, finalmente, a presenca de folhas da espécie acumuladas sob a arvore. A
floracao (iii) foi definida como aquela em que as flores estavam com botdes ou abertas (antese), sendo
o periodo de frutificacdo aquele em que os frutos estdo totalmente formados, maduros e prontos para
a disperséo.

As espécies foram classificadas quanto a sindrome de dispersdo adotando duas categorias: (i)
dispersdo bidtica, como sendo aquelas que produzem diasporos providos por uma ou mais
caracteristicas que implicam em um potencial uso pela fauna, como, por exemplo, polpa carnosa e (ii)
dispersédo abidtica, como sendo aquelas que apresentam caracteristicas que indicam disperséo por
meios abidticos, como sementes aladas, plumas, auséncia de caracteristicas que indiquem algum tipo
de dispersdo a ndo ser propria queda, ou sementes provindas de frutos com deiscéncia explosiva
(exceto quando contendo sementes com arilos, sarcotesta, etc.). Estas informacgdes foram organizadas
em uma matriz contendo a ocorréncia de cada espécie por fitofisionomia, a fim de servir como referéncia
em Programas de Recuperacéo de Area Degradada em Restinga.
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2.3.3 Analises bioquimicas e alterac8es celulares das restingas monitoradas

Para as andlises de Metabdlitos primarios, os contetdos de clorofila de amostras foliares das
espécies de cada formacéao vegetal foram extraidos conforme previamente descrito (LISEC et al., 2006)
e determinados por espectrometria (WELLBURN, 1994). Os niveis de amido, sacarose, glicose e
frutose foram determinados segundo Fernie et al. (2001). Malato e prolina foram determinados como
descrito por Nunes-Nesi et al. (2007) e Carillo e Gibon (2011), respectivamente. Proteinas e
aminoacidos foram avaliados conforme descrito previamente por Bradford (1976) e Yemm e Cocking
(1955). Para determinar possiveis mecanismos de respostas a metais, o conteldo de metalotioneina

foi determinado segundo Viarengo et al. (1997) e Erk et al. (2002), com modificacdes.

Para a avaliagdo das respostas do Estresse oxidativo, foram determinadas as atividades das enzimas
do sistema antioxidante, conforme descrito em Lima et al. (2002) e Pinheiro et al. (2004). As respostas
do sistema antioxidante ndo enzimatico foram determinadas conforme previamente descrito por
Kampfenkel et al. (1995), Sarker e Oba (2018) e Pedrete et al. (2020), com modificacdes. Somados a
isso, a extensdo de danos celulares foi estimada pela quantificacdo de aldeido malénico
(Malondialdeido - MDA) via substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS), conforme descrito

por Cakmak e Host (1991) e Lima et al. (2002), com modificagdes.

No Diagndstico molecular, sequéncias de outras espécies sdo utilizadas como elementos de
‘investigagdo’ do acervo (ALTSCHUL et al., 1990), para identificar as regides candidatas a genes de
interesse. As sequéncias de aminoéacidos deduzidas das fases de leitura aberta (Open Reading Frame
- ORFs) sao entdo comparadas por meio da ferramenta “ClustalW” (THOMPSON et al., 1994). Para a
andlise da expressdo dos genes foi utilizada a metodologia de Reacdo em cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction - PCR) quantitativa que utiliza o kit ‘Platinum SYBR Green gPCR SuperMix-
UDG'’ (Invitrogen) e o termociclador QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System (Applied Biosystems™).

Para AlteracBes celulares, a avaliacdo de possiveis alteracBes genotoxicoldgicas in vivo, na
vegetacdo das restingas monitoradas, foi realizada pela deteccdo de quebras simples do DNA de
espécies selecionadas nas estacdes amostrais, seguindo o protocolo de Olive (1988). Amostras de
folhas foram homogeneizadas e suas células lisadas. Em seguida, as mesmas foram levadas ao banho
maria em 60°C por 10 minutos, incubadas por 30 minutos a 4°C, e finalmente centrifugadas por 5
minutos em 8000 g a 4°C, tendo seu sobrenadante recolhido. As amostras em conjunto com o reativo
de Hoechst foram lidas em placa preta para medicao da fluorescéncia a 360 nm com emisséo de 450
nm em espectrofotbmetro Spectramax 5.

2.3.4 Microbiota do sedimento associado a vegetacao

Os resultados obtidos durante as etapas anteriores do PMBA/Fest (2018-2022) permitiram a sele¢ao
de colbnias de microrganismos, isolados de amostras de sedimento e raizes das espécies presentes
nas estacbes amostrais da Restinga, com caracteristicas de interesse para fitorremediacao. Dessa
forma, o novo Plano de Trabalho do Tema Restinga, de 2022, buscou a continuidade dessa
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caracterizacdo in vitro quanto a habilidade de produzir compostos relacionados a promocgédo de

crescimento.

Os isolados com melhor desempenho na avaliagdo quantitativa preliminar foram selecionados para
avaliagbes de outros parametros de interesse para mitigacdo, tais como solubilizacdo de fosfato,
producédo de quitinase, tolerancia a salinidade (crescimento em meio salino) e producao de compostos
volateis capazes de alterar a arquitetura das raizes (SHARIFI e RYU, 2018). Os isolados selecionados
foram repicados em meio agar triptona de soja (TSA) e incubados em estufa incubadora demanda
bioquimica de oxigénio (Biochemical Oxygen Demand — BOD) regulada a temperatura de 27 + 2°C até
0 crescimento bacteriano cobrir toda a superficie do meio. Apés o crescimento, foram obtidos discos

de cada isolado selecionado para as avaliagdes a seqguir:

Para avaliacdo da solubilizagc&o de fosfato, discos dos isolados bacterianos foram repicados em placas
de Petri contendo o meio NBRIP (National Botanical Research Institute’s Phosphate growth medium)
(NAUTIYAL, 1999) ajustado para pH 6.0 e também para pH 5.0. O meio de cultura NBRIP contém fonte
insoltvel de P na forma de fosfato tricalcio que na presenca de cloreto de célcio e substancias liberadas
pelos microrganismos, como acidos organicos e enzimas no meio circundante, sofre processo de
solubilizacdo (NAUTIYAL, 1999). A avaliacdo ocorreu apoés cinco dias de incubacdo em BOD regulada
a temperatura de 27 + 2°C, quando foi verificada a presenca ou auséncia de halo transltcido ao redor

das coldnias com o indicador de solubilizacdo de fosfato.

Para avaliacdo da producdo de quitinase, discos dos isolados bacterianos foram repicados em placas
de Petri contendo meio de cultura contendo quitinase como Unica fonte de carbono. Cinco isolados por
placa foram dispostos de forma uniforme e equidistantes. Um isolado produtor de quitinase (cole¢éo do
laboratério de Bacteriologia Vegetal da UFPel), utilizado como controle, foi disposto no centro da placa.
As placas foram armazenadas em estufa a 28 °C por 5 dias. Os isolados foram avaliados
guantitativamente, medindo-se o didmetro do halo de degradacdo do meio de cultivo ao redor da
colbnia. A revelagdo do halo foi realizada adicionando 1 ml do reagente lugol 1% as placas contendo
os isolados (KASANA et al., 2008, com modificacdes).

Para a avaliagcdo da producé@o de compostos volateis, foi realizada a multiplicacdo prévia de Sclerotinia
sclerotiorum em meio de cultura agar batata dextrose (BDA) crescido a 22 + 2 °C durante 05 dias. As
bactérias foram cultivadas em meio liquido (caldo nutriente). Para a montagem do ensaio foram
utilizadas placas de Petri bipartidas contendo meio de cultura Agar Nutriente (AN) em um lado e meio
de cultura BDA do outro. No meio BDA foi disposto um disco de S. sclerotiorum e no AN foram repicados
os isolados bacterianos. As placas foram vedadas e incubadas a 22 + 2 °C. A avaliacdo foi realizada
guando o tratamento testemunha atingiu o bordo da placa medindo-se o crescimento fngico em dois
sentidos diametralmente opostos para compostos volateis. Os resultados foram expressos em
crescimento micelial (mm). Como tratamento testemunha, o fungo foi cultivado na auséncia dos
isolados bacterianos.

O potencial germinativo de sementes das espécies Canavalia rosea, Scaevola plumieri, Coccoloba
alnifolia, Eugenia astringens e Myrsine parvifolia foi avaliado apés a desinfestacéo superficial de todas
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as sementes, conforme metodologias descritas a seguir: a) C. rosea (tratamento 1- controle; tratamento
2- escarificagdo mecanica e tratamento 3- escarificacdo mecanica + embebi¢éo): as sementes foram
disposta equidistantes em papel germitest umedecido com agua destilada na proporcéo de 3 vezes 0
peso do papel, incubadas a 25+ 2 °C com fotoperiodo de 12 h luz/escuro e avaliadas aos 7 e 14 dias
b) S. plumieri: as sementes foram dispostas em caixas do tipo gerbox contendo vermiculita umedecida
e incubadas a 25 + 2°C com fotoperiodo de 12 h luz/escuro e avaliadas aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias;
c) C. alnifolia e E. astringens: as sementes foram dispostas equidistantes em papel germitest
umedecido com agua destilada na proporcéo de 3 vezes 0 peso do papel, incubadas a 25 + 2 °C com
fotoperiodo de 12h luz/escuro e avaliadas aos 7, 14, 21 e 28 dias; d) M. parvifolia (tratamento 1-
controle, tratamento- escarificacdo mecéanica): as sementes foram dispostas em caixas do tipo gerbox
contendo papel mata-borrdo umedecido na proporgéo de 2,5 vezes o peso do papel e incubadas a 20
+ 2 °C e avaliadas aos 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias.

A fim de determinar a diversidade genética dos microrganismos presentes nos sedimentos das
restingas monitoradas, o sequenciamento genético de isolados bacterianos selecionados foi realizado
através da extracdo de DNA por lise alcalina (DE BOER e WARD, 1995), seguida pela amplificacéo e
sequenciamento do gene rRNA 16s (LANE, 1991). Apos a extracdo de DNA, foi realizada a amplificacéo
para os genes NiFH, Deg ACC5’3’, acdS, acc, ACC 4b, 168IR RS e DSM 36 IF STOP, na busca pela

deteccdo de genes para fixagdo de Nz, producdo de auxinas, producéo de ACC Deaminases.

2.3.5 Identificacdo da causa-efeito entre danos ecofisiol6gicos e contaminacdo de metais em

espécies darestinga
2.3.5.1 Ensaios com extrato solubilizado em espécies modelos

O efeito dos contaminantes presentes no sedimento das restingas monitoradas no ambito do
PMBA/Fest, sobre o desenvolvimento de espécies vegetais modelo, foi avaliado sob condi¢des in vitro.
Para isso, sementes de Allium cepa L. e Lactuca sativa foram submetidas a tratamento com o extrato
solubilizado do sedimento coletado em cada estagdo amostral da Restinga, obtido seguindo as normas
da ABNT NBR ISO 10006 (ABNT, 2004).

Para obtencao do solubilizado, amostras de sedimento foram secas em estufa a temperatura de 42°C,
peneiradas em malha de 9,5 mm e, em seguida, foram adicionados 12,5 g de amostra seca em 50 mL
de agua ultrapura. A solucéo foi agitada em baixa velocidade (180 rpm) por 5 min e mantida em repouso
por 7 dias na temperatura de 25°C. O sobrenadante foi filtrado em membrana filtrante com 0,45 um de
porosidade e, em seguida, foi realizada a medi¢do dos parametros abibticos por meio do Medidor
multipardmetro Hanna HI1991300. A solucao foi armazenada sob refrigeracéo (-6°C) até o teste com o
bioensaio.

Os ensaios seguiram o protocolo de Fiskesjo (1985), com modificacdes (ARAGAO et al., 2021), nos
guais 50 sementes de Allium cepa da variedade Baia Periforme (lote 153901) e 50 sementes de Lactuca
sativa da variedade Crespa repolhuda (lote 160531) foram distribuidas em placas de Petri forradas com

papel filtro contendo os tratamentos do solubilizado a temperatura de 24°C, das seis estacdes
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amostrais. Para controle positivo, uma solugdo de metil-metanosulfonato (MMS) 4x10* mM foi utilizada;
e para o controle negativo, foi utilizado agua ultrapura. Os experimentos seguiram um delineamento

inteiramente casualizado com trés repeticdes por tratamento.

Apo6s 48h de exposicao aos tratamentos, foi realizada a contagem do nimero de sementes germinadas
de L. sativa L., para determinacao da porcentagem de germinacao, e a medi¢ao das raizes com auxilio
de paquimetro digital, para quantificacdo do crescimento radicular (SILVEIRA et al. 2017). Tanto a
porcentagem de germinagdo quanto o crescimento radicular séo parametros que podem indicar o efeito
fitotdxico dos tratamentos (SANTOS et al., 2022).

Apo6s 96h do experimento, as raizes de A. cepa L. foram coletadas e fixadas em solugdo Carnoy (3
etanol: 1 acido acético v/v) por, no minimo, 24h. Para o preparo das laminas, os meristemas foram
lavados com agua destilada e submetidos a hidrélise acida em HCI 1N (60°C) durante 8 minutos
(ARAGAO et al. 2021). A coloracéo foi efetuada conforme o método convencional de Feulgen
(FEULGEN e ROSSENBECK, 1924; MELLO e VIDAL, 1978). Diferentes parametros foram
representativos para os efeitos toxicogenético dos tratamentos. A citotoxicidade foi avaliada por meio
do indice mitético, determinado pela razdo do ndmero de células em divisdo (interfase, profase,
metéfase, anafase e teléfase) pelo nimero total de células analisadas. A genotoxidade é um parametro
gue pode ser avaliado pelas alteracdes cromossémicas (AC) e alteracdes nucleares (AN) (SANTOS et
al., 2022). No presente estudo, considera-se como AC: ponte, atraso, perda, quebra, c-metafase,
anafase multipolar e aderéncia; e AN como broto e ndcleo lobulado, sendo tal pardametro determinado
pela razdo do numero de alteracBes pelo total de células analisadas. Para a analise da mutagenicidade
foi avaliada a razdo entre o nimero de células com microndcleo pelo total de células analisadas
(SANTOS et al., 2022; SANTOS et al., 2023).

2.3.5.2 Ensaios com extrato solubilizado em espécies de restinga

A fim de avaliar a respostas de plantas de restinga, frutos de espécies representativas da restinga foram
coletados nas estacBes monitoradas e levados ao Nucleo de Estudos da Fotossintese (NEF) na
Universidade Federal do Espirito Santo, Campus Goiabeiras, Vitéria, ES (Figura 2). Os frutos foram
despolpados com auxilio de peneira, e as sementes desinfetadas em solucéo de hipoclorito de sodio
(SILVA, 2017). Para a quebra de dorméncia, as sementes foram embebidas em agua a temperatura
ambiente por 48 horas de acordo com metodologia proposta por Cunha (2005) e, quando necessario,
escarificadas mecanicamente (eliminacdo parcial do tegumento na regido oposta ao hilo) (COSTA,
2013).

Adotou-se o método de germinagao sobre papel em caixa de plastico (“gerbox”) para as sementes de
C. rosea e germinacao sob areia lavada paras as sementes de S. plumieri, E. astringens, A. fraxinifolia

e C. schottii. As variaveis calculadas foram as seguintes:

- Germinagéo (G): calculada pela formula G = (N/100) x 100, em que: N = nimero de sementes
germinadas ao final do teste. Unidade: %.
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- Indice de velocidade de germinacéo (IVG): calculado pela formula IVG=J (ni/ti), em que: ni = nimero
de sementes que germinaram no tempo ‘i’; ti = tempo apds instalacéo do teste; Unidade: adimensional.

- Tempo médio de germinagao (TMG): calculado pela férmula TMG=(3 nit)/> ni, em que: ni = nimero de

sementes germinadas por dia; ti = tempo de incubacéo; Unidade: dias.

- Velocidade média de germinacéo (VMG): calculada pela formula VMG = 1/t em que: t = tempo médio

de germinacéo. Unidade: dias-1.

Figura 2: Frutos encontrados nas areas amostrais da restinga e das respectivas sementes tratadas no laboratério, onde: Al e
A2 — C. rosea; B1 e B2 — S. plumieri; C1 e C2 — E. astringens; D1 e D2 — A. fraxinifolia; E1 e E2 — C. schottii.
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Para a Identificacdo da causa-efeito entre danos ecofisioldgicos e contaminagéo de metais, sementes
das espécies de interesse foram cultivadas em areia lavada, sendo irrigadas diariamente, na area
experimental do Setor de Botanica da Universidade Federal do Espirito Santo (campus Goiabeiras).
Dez dias apds o plantio, as plantas passaram a receber a cada dois dias 100 mL de extrato solubilizado
de sedimento de esta¢gBes monitoradas nas concentracdes de 0, 50, 100, 200 e 300% (trés plantas

para cada concentracdo) durante 45 dias.

Para a obtencdo do extrato solubilizado do sedimento, aliquotas de 15 g de amostra de solo seco,
coletado nas estacdes amostrais, foram colocadas em frascos de 100 mL, nos quais foram adicionados
60 mL de agua ultrapura, e processadas segundo metodologia prévias (NBR 10006, 2004; NBR 10007,
2004 e POHREN et al., 2013). Amostras do extrato foram submetidas a avaliacdo da concentracdo de

elementos trago.

A capacidade de resposta da vegetacdo por propagacdo vegetativa também foi avaliada. Estacas de
plantas da vegetacdo herbacea, arbustiva e arbérea de interesse foram cultivadas em potes de 5 L ou
bandejas de polietilieno de 12 L, conforme suas caracteristicas morfolégicas. Apds o periodo de
estabelecimento, dependendo das particularidades fenologicas de cada espécie, as plantas foram
submetidas aos tratamentos de extrato solubilizado do solo, como acima descrito, com no minimo trés

plantas para cada concentracao.
2.3.5.3 Ensaios dose-resposta a contaminacdo por metais em espécies de restinga

Espécies selecionadas em etapas anteriores foram submetidas a ensaios de dose-resposta de
concentragdes crescentes de metais, sendo utilizada como base a solu¢do nutritiva proposta por
Hoagland e Arnon (1950). Para quebra da dorméncia, sementes foram inicialmente colocadas em uma
caixa plastica junto com papel filtro embebido em &gua ultrapura até a germinacdo. Apos a emissdo
das primeiras raizes, as sementes foram transferidas para vasos individuais de 500 mL contendo areia
lavada. A areia foi escolhida como substrato por sua capacidade de drenagem e aeragéo adequadas,
proporcionando um ambiente favoravel para o desenvolvimento das raizes das plantulas. Ap6s o
transplante, as sementes foram irrigadas com agua ultrapura, até a abertura completa das folhas
cotiledonares das plantulas. Nos ensaios de dose-resposta foi utilizado um arranjo experimental
completamente ao acaso, com trés repeticdes, e cada tratamento contendo trés plantas. Plantas jovens
foram submetidas a diferentes concentragfes de zinco (100, 200 e 400 uM), manganés (500, 1000,
2000 pM) e cobre (25, 50 e 100 pM) e comparadas a plantas controles, irrigadas com solucao nutriente
de Hoagland e Arnon (1950) contendo concentragdes de 1,15 yM de Cu, 18 yM de Mn e 1,5 uM de Zn.

Em ambos os ensaios (Bioensaios com extratos solubilizados do sedimento e Avaliacdo da dose-
resposta), as respostas das diferentes espécies selecionadas foram avaliadas ao longo de dois meses
para a determinacdo da extensdo do dano aos seus sistemas bioldgicos (atividade fotossintética, por
meio da fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e teores de pigmentos). Apds este periodo,
amostras de tecido vegetal e sedimento foram coletadas para a determinagdo da concentragéo de

elementos tracos no sedimento de cultivo e tecidos vegetais das espécies selecionadas. Andlises de
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componentes do sistema oxidativo também foram realizadas, seguindo protocolos anteriormente
descritos neste documento. Metabdlitos antioxidantes e a Capacidade antioxidante total (AAT) foram
estimados pelo método de reducdo do ferro (Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP) e/ou pelo
método do sequestro do radical a,a-difenil-B-picrilhidrazila (DPPH) de acordo com as espécies e tecidos
vegetais analisados (RUFINO et al., 2006; TEXEIRA et al. 2008; MELO, 2022; PIRES et al. 2017).

2.3.6 Analise de dados e determinacdo da Situacao de Risco e Alerta de Perigo

De posse dos dados referentes aos atributos fisico-quimicos do ambiente e dos parametros biolégicos
da vegetacdo, testes estatisticos foram realizados a fim de verificar as possiveis relagcdes entre
variaveis respostas, como parametros floristicos, estruturais e ecofisiologicos da flora das restingas e
variaveis de causa, como concentracoes dos elementos quimicos associados ao rejeito de mineracgao,
bem como campanhas de amostragem e formacdes vegetais. As andlises estatisticas realizadas
(Analise de Variancia, Analises multivariadas - Analise de Componentes principais, e Andlises de
Correlagdo) permitiram a selecdo de parametros bidticos que responderam aos efeitos da

contaminagdo por metais.

Em virtude da auséncia de informacdes pretéritas robustas sobre pardmetros biolégicos e
concentractes de metais que pudessem ser utilizadas como comparativo ou de indices que ndo utilizem
pontos “controle” para seu calculo, a “Situagdo de risco” determina a variagao intrinseca de cada
parametro correspondente aos periodos de avaliacao.

O célculo da SITUACAO DE RISCO foi realizado baseando-se em uma comparacio espaco-temporal
gue levou em consideracéo a estacdo amostral e os periodos de coleta de dados. Primeiramente os

parametros foram submetidos ao calculo da SITUACAO DE RISCO como descrito na sequéncia abaixo:

(l) Vmax 3—Vmin - X
Sendo:
Vmax = valor maximo do parémetro;
Vmin = valor minimo do parametro

X = terca parte da variagdo de valores.

O valor de X foi entdo usado para o calculo das equagdes 2, 3 e 4, obtendo assim os intervalos y1, y2
ey3:

(2) yl=Vmin+X
(3) y2=y1+X

(4) y3=y2+X
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Onde se assume que: yl, y2, e y3 representam os limites méaximos para trés categorias de risco
(Quadro 1).

Quadro 1: Categorias de risco, segundo a metodologia de andlise de Situag&o de Risco apresentada.

Equacéao Categoria
Vmin<V<yl A

yl<V<sy2 B

y2<V<y3 c

Sendo, V o valor do parametro em uma dada formacéo vegetal, por estacao e por periodo.

Para cada parametro biético foram determinadas trés categorias de Situacdo de Risco: Alto, Moderado

e Baixo. A classificacdo de cada parametro baseou-se no efeito biolégico da presenca do metal.

A determinacéao prévia das categorias (A, B e C) se baseia em condicdes fisiologicas especificas e nas
interpretacfes matematicas do parametro (correlacdo e analise de componentes principais - PCA)
obtidas anteriormente. Nos casos em que é sabido que valores elevados do parametro sao
fisiologicamente bons e valores baixos sdo um indicativo de estresse ou ineficiéncia do sistema, diz-se
gue o parametro € inversamente proporcional aos teores de metais. Portanto, a categoria A, que possui
os valores mais baixos, é considerada de alto risco, B de risco moderado e C de baixo risco.

Inversamente, 0os parametros nos quais a relagdo com o aumento de metais € diretamente proporcional,
ou seja, com valores elevados do pardmetro, a categoria C é a de Situacdo de alto risco, B de Situacao
de risco moderado e A de Situacéo de baixo risco. Esta avaliagdo, baseada na proporcionalidade do
efeito biolégico com a concentracdo de metais, acompanha 0 mesmo raciocinio proposto por Beliaeff e
Burgeot (2002) nas proposicdes acerca do calculo do indice de resposta integrada do biomarcador
(IBR), que utiliza regides ndo impactadas como controle.

O ALERTA DE PERIGO possibilita a integrac@o dos dados resultantes da Situagdo de Risco das
diferentes categorias de resposta bioldgica, sendo uma representacdo conclusiva e sintética que
responde acerca do status de Vitalidade da vegetacao, principal indicador biolégico do Tema Restinga.
Ele é determinado a partir do célculo do percentual de parametros selecionados que se encontram em
situacdo de alto risco em uma determinada estacéo e formacdo. Quando mais de 50% dos parametros
se encontra em alto risco em um determinado ponto de coleta, assume-se que aquele ponto esteja em
perigo, como pode ser representado a seguir:

n° de indicadores em Situacao de risco ALTO

> 500,
namero de indicadores *100 = 50%

Assim, se as condi¢des da equacao sdo cumpridas, ha um Alerta de Perigo local.

Vale ressaltar, que a Vitalidade da Vegetagéo na fisionomia arbérea da Estacéo E9 (Mar Azul - Aracruz)
apresenta riqueza e estrutura peculiares em relacdo as demais estacdes amostrais e, por essa razédo,

néo foi comparada as demais estacfes. Os dados obtidos para esta fisionomia sao restritos a fenologia
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(floracéo e frutificagdo) das espécies monitoradas. A produtividade priméria, o estresse oxidativo e o
metabolismo primario, assim como a fenologia, foram obtidos apenas para as fisionomias herbacea e
arbustiva desta estagdo, permitindo comparac¢@es de Vitalidade da Vegetacdo com as outras estacdes

monitoradas.
2.3.7 Monitoramento das restingas via sensoriamento remoto

Para o monitoramento das restingas via sensoriamento remoto, foram utilizadas imagens adquiridas na
forma de produtos Landsat, corrigidas para efeitos geométricos e atmosféricos, disponibilizadas pelo
Servigo Geologico dos Estados Unidos (USGS, www.earthexplorer.org). Além destas, foram obtidas
imagens MODIS (Moderate Resolution Imaging Spectroradiometer), com uma combinacdo de 16 dias
de imagens de reflectancia de superficie, agregadas e disponibilizadas em intervalos de 8 dias. A época
seca foi definida como mais adequada por apresentar menor cobertura de nuvens e maior contraste na

fenologia da vegetacéo no gradiente Leste-Oeste.

A avaliacdo da resposta fenoldgica inclui o indice de vegetacéo de duas bandas Enhanced Vegetation
Index 2 (EVI 2) (JIANG et al., 2008). Para a comparacao dos valores, selecionaram-se trés pontos em
cada fitofisionomia reconhecida na regido: arbustiva e arbérea. A escala impossibilita a analise da

formacao herbacea, que continuara sendo avaliada in loco.

A partir das imagens do satélite Sentinel e sensores da série Landsat (ZANZARINI et al., 2013) sédo
produzidos mapas de uso e cobertura da terra para as diferentes estacdes amostrais da restinga
afetada, por meio de ferramentas de visualizacao de séries temporais, como a MODIS (FREITAS et al.,
2011). Foram extraidos alguns indices de vegetacdo em séries temporais de imagens dos sistemas
orbitais (NDVI - Normalized Difference Vegetation Index, PRI — Photochemical Reflectance Index e CO»
Flux) e de cobertura da terra, para a correlacdo com os parametros fitossocioldgicos, floristicos e
ecofisiologicos. Para o monitoramento com imagens orbitais e criacdo de série temporal que permitem
informacdes do EVI (Enhanced Vegetation Index), foi utilizado o Sistema SATVeg (Sistema de Anélise
Temporal de Vegetacdo) da EMBRAPA, contemplando os anos de 2015 (ano do Rompimento da
Barragem de Fund&o) e o intervalo entre 2018 a 2023 (periodo de monitoramento pelo PMBA/Fest). A
estimativa com imagens temporais do sensor Modis avaliou os periodos seco e chuvoso. Para o EVI,
os valores variam de -1 a +1 e, para vegetacdo saudavel, variam entre 0,2 e 0,8. A partir destes, o
sequestro de carbono pela vegetagcéo depende da integracdo de dois indices (NDVI e PRI), que geram
um novo indice: o CO: flux (RAHMAN et al, 2000). Estes resultados, obtidos da superficie terrestre ao
longo do tempo, nos periodos pré e pds rompimento da Barragem de Fund&o, auxiliam na determinacgao
do declinio dos ecossistemas analisados dentro dos dltimos 50 anos, bem como na avaliacdo dos

diferentes estdgios de regeneracéo nas esta¢des amostrais analisadas.

2.3.8 Estratégias para divulgacéo cientifica e popularizacdo da ciéncia para conservacéo da

Restinga

A divulgacéo dos resultados do monitoramento da Restinga obtidos durante o monitoramento e a

popularizagdo da ciéncia sao estratégias de promocao da conservacao do ecossistema Restinga. Para
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melhorar o alcance dos resultados foi elaborado um manual de identificacdo das espécies encontradas
nas estacdes amostrais, através do banco de imagens digital e literatura especializada. O critério de
escolha das espécies levou em conta a dominancia, a raridade e o status de conservacgao das espécies

encontradas nas estacdes. O layout foi elaborado no software Canva.

A segunda estratégia de divulgacao dos resultados incluiu a coleta, preparacao e incorporacgéo de frutos
e sementes na carpoteca, oriundos das estacbes amostrais avaliadas durante o monitoramento. Os
propagulos foram descontaminados a fim de constituirem a colecdo didatica do Herbéario VIES,
destinada aos projetos de extensédo que atendem escolas e a comunidade geral. Somado a isso, folders
foram produzidos a fim de popularizar as teméticas envolvendo (i) a conservacéo do ecossistema
Restinga, (ii) a protecdo de espécies ameacadas encontradas nas Restingas do Rio Doce, (iii) o
reconhecimento e os maleficios causados por espécies exoticas invasoras e (iv) a divulgacdo de um
canal de comunicacédo destinado a aumentar os registros de espécies pouco conhecidas nas Restingas
do Rio Doce, através da ciéncia cidada.

24 HISTORICO DE ALTERAGCOES E ADAPTACOES DE METODOLOGIAS

O monitoramento das restingas no ambito do PMBA/Fest se iniciou com coletas do inventario floristico
e observacdes fenoldgicas e, apos identificacdo e definicdo das espécies a serem avaliadas por meio
das andlises fitossocioldgicas, as andlises ecofisiolégicas tiveram inicio (janeiro de 2019). Em
janeiro/2020 uma nova estacao amostral foi incluida (Estacéo 9) no litoral de Aracruz. Nesta localidade
(Mar Azul), ndo houve avaliacdo fitossocioldgica, por estar situada em uma regido com predominio de
enseadas abrigadas e intercaladas por falésias. A area amostral é caracterizada por conter restinga
com formacao herbacea inconspicua, sob frequente abrasamento das ondas. A formac&o arbustiva é
fechada e, algumas vezes, tdo estreita que pode ser confundida com a formacéo arbérea. Assim, as
caracteristicas peculiares desta estacdo, principalmente o fraco desenvolvimento da formacao
herbdcea, impediram comparacbes de sua estrutura de comunidades com as outras estagbes

amostrais, sendo realizados somente o inventario floristico e as andlises ecofisioldgicas.

Para o inventario taxondmico e o inventario da estrutura da comunidade houve reducéo do periodo
amostral. O Plano de trabalho de 2018 contemplou andlises fenolégicas mensais, que foram
reprogramadas para serem analisadas trimestralmente ap6s 2022. Para o Novo Plano de Trabalho, a
avaliacdo fenologica das comunidades vegetais foi também realizada por analise de imagens de
satélite, a fim de avaliar resposta fenoldgica por meio de indices de vegetagao, permitindo comparacdes

dos resultados entre série histérica do PMBA/Fest e anteriores ao rompimento da Barragem de Fund&o.

As analises relacionadas ao depésito de material sobre as folhas das plantas da restinga (“Spray”),
provenientes do aerossol marinho, foram analisadas em um primeiro momento no Ano 1 e retomadas
a partir do periodo Seco do Ano 3, com nova metodologia, sendo realizadas por outro laboratério, a fim

de contornar entraves logisticos e garantir a celeridade das analises.

Para as andlises de estruturas reprodutivas e recursos/recompensas florais das espécies-chave

selecionadas nas estacdes amostrais, a coleta de pistilos e estames tornou-se inviavel devido a
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guantidade de flores que seriam necessarias para obter uma amostra. Como o inventario polinico pode
indicar a presenca das espécies com maior valor de importancia e a andlise quimica de polen e mel
pode indicar tracos de contaminacéo, cujos valores de referéncia sao reconhecidos pelo poder publico,

ndo houve a necessidade de analisar estruturas reprodutivas.

Dessa forma, a analise de néctar foi realizada por meio do mel (que é um produto produzido pelas
abelhas a partir do néctar recolhido de flores) coletado em propriedades de apicultores na Comunidade
Quilombola de Degredo, municipio de Linhares, proximo a area amostral de monitoramento da Restinga
em Degredo (E10). Essa decisdo foi tomada, principalmente, apds publicacdo do estudo de
contaminacéo de polen e néctar na regido de Mariana e Barra Longa, publicado por Rangel et al. (2022),
gue se tornou uma referéncia para comparacédo dos nossos dados. A andlise de elementos quimicos
foi restrita a pdlen e mel (que sdo provenientes de androceu e gineceu das plantas) por estes
pardmetros serem suficientes para comparar os resultados com valores de referéncia reconhecidos
pelo poder publico. A auséncia de coletas na localidade de Meleiras/Conceigdo da Barra justifica-se em
funcédo da caréncia de uma associacdo de apicultores na regido. Esta area foi inserida preliminarmente
como area alternativa de estudo, mas limitacGes de ocorréncia reconhecida de uma associacao

impediram a extenséo do estudo até a regido.

As andlises fisicas do sedimento apresentaram mudanca de metodologia para o Plano de Trabalho de
2022. Anteriormente, as analises eram realizadas por um laboratério de analise de solos e, atualmente,
a fim de melhor integrar os resultados entre temas do Ambiente Costeiro, as andalises estdo sendo
realizadas pelo laboratério de sedimentologia participante do PMBA/Fest. A ado¢do de metodologias

distintas requer a adaptacéo e alinhamento do tratamento dos resultados.

As amostras de solo/sedimento do Tema Restinga foram analisadas durante o periodo de outubro de
2018 a julho 2022 pelo Laboratério de Fisica do Solo, na Universidade Federal de Vigosa (CRP - UFV).
A partir do novo ciclo, as amostras passaram a ser analisadas pelo Laboratério de Geomorfologia e
Sedimentologia Costeira (LAGES), na UFES que integra o PMBA/Fest no Tema Praias, sob
coordenacédo da Prof. Dra. Jacqueline Albino. Os resultados processados pelo LAGES apresentaram
diferencas em relacdo a frequéncia granulométrica encontrada anteriormente, especificamente na
fracdo lamosa (<62.5 mm), em relacdo a abundancia da lama e a distingcdo entre as subfracbes de silte
e argila, o que anteriormente era realizado na UFV. A diferenca diz respeito ao uso de métodos distintos
utilizados para as analises da granulometria da fracdo fina, anteriormente realizada pelo método de
pipetagem na UFV e sem pré-processamento de lavagem. O LAGES usualmente realiza a
granulometria da fracdo fina por meio de um granulémetro a laser, no qual a amostra € previamente
lavada e a matéria organica é queimada.

Uma vez que a fracdo lamosa da Restinga é composta majoritariamente por matéria organica, e ndo
por minerais siliciclasticos, grande parte é perdida no momento de lavagem e queima, impossibilitando
a quantificacdo desta fracdo pelo granuldmetro a laser. Isto ocorre, pois, o0 método de analise
granulométrica de sedimento € realizado apenas para minerais, diferente da andlise de solo. Nesta

metodologia, a matéria organica pode ser quantificada, justamente através do processo de queima,
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entretanto, ndo é usual identificar o tamanho das particulas desta matéria, ja que sdo compostos de
agregados organicos.

Em relagdo as analises da Microbiota do sedimento, no novo Plano de Trabalho, a continuidade da
caracterizagdo in vitro relacionada a “ldentificagdo dos promotores na microbiota do sedimento”,
proposta no Plano de trabalho de 2018, foi executada quanto a aspectos relacionados a promocgéo do
crescimento vegetal e capacidade fitorremediadora.

Para as andlises de alteracdes do ciclo celular (ecotoxicologia), nas coletas de outubro/2022 e
janeiro/2023 foram coletadas raizes de espécies representativas da restinga, fixadas em solucao
Carnoy para analisar a citogenotoxicidade in situ. A metodologia foi modificada e aplicada, porém, ndo
foi efetiva em razéo do tamanho dos cromossomos das espécies avaliadas (~4,5 um). Por se tratarem
de plantas com pouca ou nenhuma informacéo disponivel na literatura acerca da viabilidade da
metodologia, ndo foi possivel a conclusédo da analise proposta. A dificuldade foi contornada pelo uso
do ja bem estabelecido modelo vegetal Allium cepa, que possui cromossomos maiores (~12 pm),
viabilizando a analise eficiente de possiveis alteracdes. Pelo mesmo motivo, os ensaios de citogenética
a partir dos tratamentos com extrato solubilizado do sedimento foram inviabilizados para andlises em
espécies de restinga. Assim, a metodologia de citogenotoxicidade seguiu novo protocolo, a partir de
modelos vegetais de Allium cepa (cebola) e Lactuca sativa (alface) expostos ao extrato solubilizado do
sedimento das estacdes amostrais na concentracao de 250¢g/L, permitindo a avaliacdo de possiveis

alteracfes de espécies vegetais em resposta a contaminacao das restingas monitoradas.

Em razéo disto, a andlise de genotoxicidade nas espécies in situ se deu exclusivamente por meio do
teste denominado DNA Strand Break, o qual quantifica as quebras simples no material genético,
realizado nas folhas das plantas. Foram utilizadas folhas de plantas da formacé&o herbacea coletadas
no Novo Ciclo do PMBA/Fest.

Ainda para o novo plano de trabalho, as metodologias de monitoramento da capacidade de recuperacdo
da vegetacdo (propagacéo vegetativa e reprodutiva) e nivel de tolerancia aos elementos tracos do
rejeito foram adaptadas em relacéo a obtencéo do material de estudo. Na metodologia anterior era
utilizado material proveniente do banco de sementes a partir da coleta de amostras de fracdes do solo
coletadas em campo. Para o Novo Ciclo, as sementes utilizadas s&o provenientes de frutos de espécies
de interesse do monitoramento, permitindo um direcionamento da analise com foco naquelas de
elevada importancia ecoldgica. Bioensaios para a determinacdo da relacdo causa-efeito entre danos
ecofisiologicos e contaminacdo de metais em espécies da restinga foram realizados a partir de extratos
solubilizados do solo. Além disso, a avaliacdo de danos aos sistemas bioldgicos/bioquimicos também
foi realizada em plantas sob cultivo protegido, com a aplicacdo crescente de metais cujo impacto
biol6gico no monitoramento in situ foi recorrente (manganés, cobre e zinco).
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3 RESULTADOS DOS INDICADORES

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos indicadores de qualidade ambiental e da
biodiversidade aquatica do Tema, os quais foram desenvolvidos pelo PMBA/Fest e obtidos ao longo de
todo monitoramento na area ambiental I. Vale ressaltar que, os indicadores aqui apresentados tém
como proposito clarificar e sintetizar a historicidade dos resultados, interpretacdo e conclusdes do
monitoramento, promovendo o0 acompanhamento espaco-temporal da qualidade ambiental e
biodiversidade, além de configurarem importantes ferramentas de suporte aos gestores ambientais. A
partir destes indicadores, pode-se identificar os impactos com relacdo direta ou indireta ao rompimento
da Barragem de Funddo, em Mariana (MG).

Os indicadores do PMBA/Fest vém se consolidando ao longo do monitoramento e, seguindo a proposta
estabelecida desde o Relatério Anual de 2022 (RA2022), a apresentacdo dos resultados sera
exclusivamente a partir da apresentacdo dos indicadores, acompanhados de legenda estendida com a
explicacdo de sua variacdo espaco-temporal de forma mais direta e objetiva como se segue:
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3.1 VITALIDADE DA VEGETACAO

Figura 3: Resultados espago-temporais dos parametros floristico-fitossocioldgicos avaliados em cada formagao vegetal (HB = Herbacea; AU = Arbustiva; AO = Arbérea) das restingas monitoradas no PMBA/Fest entre periodos Chuvoso Ano 1 (2018) a Chuvoso Ano 6 (outubro de 2023). Riqueza

floristica das formac8es vegetais entre as estag6es amostrais (A); Similaridade floristica entre estagdes amostrais (B), para a formacgéo herbacea (C), formagao arbustiva (D) e formagé&o arbérea (E); Valor de importancia das principais espécies amostradas das formagdes vegetais entre estacdes

amostrais dos compartimentos da regido costeira do Espirito Santo (F a K). Retangulo em Vermelho: Compartimento C; Retangulo em Verde: Compartimento B’. Diversidade de Shannon das formagdes vegetais entre estagdes amostrais (L); Variagdo espago-temporal do nimero de parcelas na
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Os maiores valores de riqueza estéo concentrados no Compartimento B’, seguidos pelo Compartimento
C e A (Figura 3A). A compartimentagéo do litoral segue os resultados obtidos no dendrograma de
riqueza floristica entre as estacdes (Figura 3B), refletido principalmente pela formacéo arbérea de
restinga (Figura 3E). O posicionamento intermediario de E10, quanto a sua similaridade floristica em
relacdo as demais restingas, entre os Compartimentos B’ e C é refletido na analise. A singularidade
dos Compartimentos A e C é reproduzida principalmente pela exclusividade de espécies na formacao
arbustiva (Figura 3D) ou auséncia de espécies na formacao herbacea de restinga (Figura 3C). Na
comunidade herbacea do Compartimento B’, os dados obtidos no Ano 5 indicaram tendéncia de
reducdo dos valores de importancia de Panicum racemosum e Cyperus pedunculatus em relacdo ao
Ano 2 (Figura 3J-K). Ainda que as compara¢fes ndo tenham indicado diferencgas significativas, fatores
ainda ndo compreendidos estdo atuando sobre a comunidade, principalmente sob a perspectiva de
melhora n&do alcancada dentro do Ano 3, quando houve diminuicdo dos parametros
meteoceanograficos. No Compartimento C, também houve reducdo dos valores de importancia de
espécies estoloniferas, acrescido de uma espécie subarbustiva ameacada de extincdo (Scaevola
plumieri), cujo desenvolvimento ndo alcancou os valores de importancia obtidos durante o Ano 1,
indicando declinio continuado. As informacdes obtidas para a comunidade herbacea indicaram melhora
na taxa de cobertura da vegetacdo sobre as dunas (Figura 3M) dentro do Compartimento C, embora,
pontualmente, valores de importancia inferiores na APA de Conceicdo da Barra (E1), como em P.
racemosum e C. pedunculatus, indiquem continua perda de cobertura vegetal. Os dados atuais nao
indicaram desmoronamentos pontuais (Blowouts) na duna frontal que permitissem o alcance das
ondas nos trechos mais estabilizados, outrora documentado neste setor, com consequente
desestruturacdo da duna semifixa onde desenvolve-se Mitracarpus eichlerii (uma espécie ameacada
de extin¢éo). Em relagdo a estrutura da comunidade arbustiva, os resultados demonstraram flutuacdes
nos valores de importancia (Figura 3F-K), sem correlacdo com os contaminantes oriundos do rejeito.
Alteracdes de origem antrépica ocorreram no Compartimento C (E1 e E4), o que tem indicado declinios
pontuais nesta comunidade. A partir dos resultados obtidos em E10, dentro do Novo Ciclo de
monitoramento do PMBA/Fest, constatou-se que esta comunidade apresentou valores de diversidade
muito destoantes em relacéo as outras estacdes, 0 que pode estar relacionado ao seu posicionamento
espacial préximo ao Compartimento B’. Alteragdes antrdpicas também influenciaram na alternancia de
posicdes entre as espécies mais importantes da comunidade arbdrea. Tensores como queimadas e
corte seletivo de madeira foram os principais fatores que dificultaram a mensuragéo dos dados em E2
e E4 ao longo de todo o monitoramento. Os dados atuais ndo indicam mudancas significativas na
estrutura da comunidade arbustiva relacionadas com as flutua¢des de contaminagdo capturadas ao
longo do monitoramento. As avaliacdes na comunidade arbérea do Compartimento B indicaram
manutencdo do ranking de espécies mais importantes, com destaque para Exellodendron gracile na
E7. Neste compartimento, alteracBes estruturais estiveram associadas a dindmica natural da
comunidade, envolvendo queda de arvores (e.g. Clusia hilariana) e abertura de clareira, sem
associacdo com o evento. A avaliacao da comunidade arbérea no Compartimento C, durante o Ano 6,
agravou-se em E1 e E4, quando comparados com os parametros obtidos no Ano 1, associada a acdes

antropicas como queimadas e corte seletivo de madeira (Figura 3F e H). Neste Compartimento, a
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primeira avaliagdo desta comunidade na E10 indicou que a estrutura da vegetagcdo acompanha o
padréo regional esperado contendo alta dominancia e frequéncia de Protium heptaphyllum (Figura 3lI).
Alternancias entre os valores das espécies mais importantes ocorreram dentro do intervalo de confianca
nos dois compartimentos avaliados (Figura 3F a K). Destaca-se que caracteristicas como distancia da
praia e rugosidade das copas (refletida pela diversidade de Shannon — Figura 3L) influenciam na
captura de contaminantes veiculados pelo aerossol marinho e, neste caso, mudancas no
metabolismo séo esperadas. Até o presente, ndo foi possivel determinar se as mudancas estruturais
observadas estdo correlacionadas com a contaminacédo oriunda do rejeito, embora a contaminacéo
sobre a comunidade arbérea tenha sido detectada. Porém, seus efeitos sobre a organizacédo da

comunidade sdo lentos e requerem estudos ao longo do tempo.
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Figura 4: Amplitude fenoldgica das espécies chave avaliadas em cada formagéo vegetal encontrada nas estagcdes amostrais durante os periodos chuvosos nos Anos | (2018/2019), Il (2019/2020),
11 (2020/2021), 1V (2021/2022) e V (2022/2023) da vegetacado de restinga monitorada no &mbito do PMBA/Fest. Dados ndao mostrados no Ano Il referem-se ao periodo de interrup¢des devido ao
COVID-19.
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As comunidades herbacea e arbustiva foram as que melhor responderam aos eventos morfodindmicos
da praia, em relacéo aos padrdes fenoldgicos do Compartimento A (Figura 4). Mesmo com ocorréncia
variavel de espécies na comunidade herbacea, a avaliacdo temporal demonstrou fenologia reprodutiva
dentro dos intervalos de confianca em relagdo ao Ano 1 (Figura 4A e B). Ao longo do monitoramento,
a comunidade arbustiva apresentou fenologia vegetativa influenciada por eventos isolados de
inundagdo durante periodos morfodinamicos acentuados, com consequente queda de folhas. No
entanto, as andlises fenolégicas indicaram nao haver mudancas relevantes quanto a producdo de
flores, mesmo havendo variacdes no periodo chuvoso (Figura 4A). Quanto a frutificacdo, a média
demonstrou aumento em relagdo ao Ano 1, indicando melhora dos eventos de polinizacdo abioticos
e bidticos. Quanto a comunidade arbdrea, os padrdes fenoldgicos sempre destoaram dos
Compartimentos B’ e C, provavelmente em consequéncia das diferencas de riqgueza encontradas neste
setor. Temporalmente, esta comunidade demonstrou melhora na fenologia reprodutiva das espécies.
Um panorama geral do monitoramento indica tendéncia de melhora nos valores obtidos para a
comunidade arbustiva e arbérea do Compartimento B’, no entanto, os dados atuais continuam
demonstrando prolongamento da taxa de floragdo da comunidade herbacea a partir de Seco Ano 3,
destoando do padréo encontrado preliminarmente no inicio do monitoramento. Como resultado, frutos
anemocoricos, dispersos durante o periodo de menores valores de cobertura vegetal, tendem a ficar
retidos proximo da planta mae durante o periodo chuvoso, diminuindo a taxa de dispersdo das
espécies. Apesar disso, as médias de frutificacdo no periodo seco aumentaram (Figura 4D), cujo
cenario principal aponta para alteracdo do padrédo fenoldgico subanual para o continuo. No caso da
comunidade arbérea, apesar dos dados atuais apontarem para a tendéncia de aumento da frutificacéo
no periodo seco, a contribuicdo sobre a média pode ser explicada devido a floracdo de espécies
arboreas supra-anuais que contribuem para as flutuacdes dentro desta comunidade. No que diz
respeito a fenologia da comunidade herbacea do Compartimento C, a analise temporal indicou aumento
das médias em ambos os periodos, com destaque para E1 que alcancou taxas de floracdo muito
superiores a partir do periodo Chuvoso Ano 3. No geral, a menor capacidade reprodutiva da vegetacao
no Ano 1 foi substituida pelo aumento da producéo de flores e frutos, indicando altera¢@o no padré@o
fenolégico de subanual para continuo. E importante destacar que as espécies que ocorrem sobre dunas
tém preferéncia pela germinagdo de seus propagulos no periodo seco, uma estratégia utilizada como
forma de escapar das condi¢des de maior temperatura e evapotranspiracao do periodo chuvoso. Assim,
destaca-se que 0 aumento da taxa de dispersdo de frutos no periodo seco representa melhora em
relacdo aos valores obtidos durante o Ano 1. No entanto, a floragdo acentuada obtida em E1 indica que
tensores ainda pouco compreendidos podem estar alterando a sincronia floral deste setor,
principalmente em fungéo deste resultado ser recorrente. Essa caracteristica destoante de E1 também
foi registrada a partir do periodo Chuvoso Ano 3 na comunidade arbustiva, no entanto, conforme
discutido anteriormente, a ocorréncia de impactos de origem antrépica, além de causar alteracdes
estruturais, também cria condi¢cdes nas quais as plantas aumentam a taxa de floragdo e consequente
frutificagcdo (Figura 4C e D). Isso foi acompanhado também pela E4 ao longo do monitoramento, cujos
tensores sao semelhantes. No entanto, &reas com caracteristicas ainda preservadas contidas neste

Compartimento demonstraram aumento da taxa de floragcdo, outrora restrita apenas as espécies
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anemocoricas. Em ambos os niveis de preservacao, as taxas de floracdo aumentaram principalmente
a partir do Ano 3. O cenario envolvendo impactos antropicos também interferiu nos dados fenolégicos
da comunidade arbérea. Esse resultado foi mais evidente em E4, onde o corte seletivo de madeira
interferiu tanto no recrutamento quanto no ingresso de espécies. Porém, em areas onde esta
comunidade encontra-se preservada (E3), a fenologia sofreu influéncia de espécies supra-anuais, com

picos periédicos que indicam melhora nas condigbes em relacdo ao Ano 1.

Em relacdo aos dados fenologicos obtidos para o Periodo Chuvoso Ano 6, todos os Compartimentos
apresentaram intensidade floral reduzida nas trés comunidades. A intensidade de frutificacdo oscilou
entre algumas estacdes, ndo sendo possivel definir padroes em nenhum Compartimento. Assim, a
fenologia reprodutiva apresentou resultados incoerentes com as tendéncias capturadas nos anos
anteriores, em virtude de o esfor¢co amostral ter sido incompleto, e ndo representam o padrao temporal
para o periodo.
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Figura 5: Alerta de Perigo Bioldgico para plantas herbaceas, arbustivas e arbdreas das restingas monitoradas pelo PMBA/Fest nos periodos Chuvoso Ano 1 (2018) a Seco Ano 5 (2023) (A). Andlise de Componentes Principais (PCA) entre variaveis abidticas e biol6gicas de resposta da vitalidade

(B): Floragao (Flor), Frutificag&o (Frutif), Fotossintese liquida (A), indice de desempenho fotossintético (Plewal), atividade da Superéxido dismutase (SOD), teores de Malonaldeido (MDA), Ascorbato (Asc) e Prolina (Prol), concentrag&o de elementos minerais no sedimento e nas folhas (fo), Fator

de bioacumulagdo (BAF), indice Integrado de Poluicéo (IPI) e Porcentagem de elementos acima da referéncia (PEAR), para periodos CHUVOSOS e SECOS. Variagéo espago-temporal de variaveis de Produtividade priméria e Estresse oxidativo em resposta & concentragéo de manganés (C).
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O mapeamento da Vitalidade da vegetagcado da Restinga, por meio da analise integrada do Alerta de
Perigo Biolodgico, mostra sazonalidade ao longo do monitoramento (Figura 5A), integrando quatro
categorias bioldgicas de resposta: Produtividade primaria, Metabolismo primario, Estresse oxidativo e
Reproducédo, para identificar as potenciais respostas espago-temporais aos elementos quimicos. A
analise global das respostas da biota apontam para maiores impactos nos compartimentos B’ e C, com
respostas agudas para a area proxima a Foz, em virtude da variagdo dos eventos abidticos, e de
maneira cronica na porgdo norte e extremo norte da area monitorada, expressivamente, entre a APA
Conceicao da Barra (E1) e Aldeia dos Cocos (E3) e também em Cacimbas (E6) e na REBio Comboios
(E7). Arestinga de Cacimbas apresenta caracteristicas transicionais entre os compartimentos da regido
costeira, conforme corroborado pela avaliacdo floristica da area, e vem apontando resultados
desfavoraveis a vitalidade da sua vegetacao. A andlise do perfil funcional, estrutural e reprodutivo da
vegetacdo mostra persisténcia de impactos frente a contaminagado no Compartimento B’. Ao longo do
monitoramento, a menor Vitalidade de espécies arbustivas e arbéreas, tanto ao norte quanto ao sul da
desembocadura, sugere maior sensibilidade destas comunidades que, mesmo afastadas da linha da
costa, sdo impactadas quanto aos seus aspectos funcionais e reprodutivos pela combinacéo de fatores
edafoclimaticos e o aporte a regido costeira. Por outro lado, a vegetacdo herbacea se mostra mais
suscetivel ao predominante efeito da dindmica marinha e acdo de ventos na contribuicdo de elementos
minerais via aerossol, devido a sua proximidade a linha da costa. Nestas plantas, estratégias como
morfologia caulinar, crescimento rapido e resposta fenolégica flexivel acarretam em maior eficiéncia
frente a contaminacéo, visto seu crescimento em regides com alto grau de exposicao as ondas. A PCA
(Figura 5B) indicou que acumulos de Mn, As, Pb, Cu, Al V e Zn impactaram negativamente as
formacdes vegetais com influéncia persistente sobre as categorias biol6gicas. O depésito de
metal(oide)s, carreados pelo aerossol marinho sobre a flora da Restinga, foi associado
significativamente ao acumulo de Mn, As e Cr nos tecidos foliares. Assim como para 0s niveis de
contaminacdo, os Anos 1 e 3 persistem como 0s mais criticos a Vitalidade da vegetacéo, corroborando
0 maior impacto dos fatores abidticos a biota. A Produtividade primaria das comunidades indica forte
associacdo de acumulos de Mn com a reduc¢éo de Pliwt (r=-0,67) e A (r=-0,61); (p<0,001) da vegetacéo.
Tais associagfes também puderam ser observadas em rela¢cdo ao aumento na concentracdo de Zn no
sedimento e bioacimulo de Mn. Igualmente, o Estresse oxidativo da vegetacéo relaciona-se com as
variagOes foliares e bioacumulos de Mn (r>0,64; p<0,01). O manganés continua acima da referéncia
em todas as estagfes amostrais, incluindo Degredo (E10), e o excesso reflete diretamente no impacto
as categorias bioldgicas analisadas, como a Produtividade Priméria e o Estresse oxidativo (Figura 5C),
cujo aumento pode ser uma estratégia de atenuacdo de possiveis impactos resultantes da
bioacumulagéo nas plantas. Dentre os metais(loides) associados ao rejeito, 0 acimulo de Mn, Pb, Zn
e Cu relacionou-se ao aumento na producdo dos Metabdlitos primarios Prol e Asc, principalmente
nos periodos chuvosos, especificamente para a concentracdo de prolina. As tendéncias da
Reproducdo das comunidades mostram sazonalidade que se associou significativamente aos
acumulos de Mn, Zn, Al, Cu e Pb. Vale ressaltar que Mn, As e V também apresentaram impacto sob
aspectos genotoxicos na vegetacdo, acarretando em aumentos em danos ao DNA em plantas

herbaceas no Ano 5. Embora a adi¢cdo do periodo Seco do Ano 5 corrobore a tendéncia delimitada a
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partir do periodo Chuvoso do Ano 3, caracterizada pelo aumento da vitalidade ao longo das suas trés
formagfes vegetais, os dados atuais indicam alta variagdo de respostas das categorias biolégicas
componentes da Vitalidade da vegetacdo. Este resultado confirma os efeitos das oscilagbes de

distribuicdo de elementos minerais sobre a vegetacdo e sedimento no padrdo espacial de niveis
integrados de resposta a vegetacao.

Para o Ano 6, a resposta da Vitalidade da vegetacdo da Restinga indica reducdes da produtividade
primaria no Compartimento C para as trés formag8es vegetais. Para aspectos reprodutivos, diminuicdes
na frequéncia foram observadas para floracéo e frutificagdo em todos os compartimentos monitorados.
Entretanto, vale destacar que estes resultados nao representam o padréo temporal do periodo, pois
apenas as categorias de Produtividade primaria e Reproducao foram avaliadas, visto a periodicidade

de coletas, as quais também apresentam apenas dados parciais do periodo.

Em suma, temporalmente, ainda ndo ha tendéncia de estabilidade nas condicGes e respostas da
vegetacdo da Restinga, apesar da tendéncia de melhora do Ano 1 para o Ano 5. Contudo, os resultados
confirmam o papel do As, Mn, Zn e Pb como os de maior recorréncia de impacto a Vitalidade das

restingas, impactando as categorias bioldgicas e confirmando critica vitalidade das restingas para os
periodos chuvosos.
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Na Figura 6, da série temporal do indice de vegetacio aprimorado (EVI) nas estacbes amostrais
monitoradas pelo PMBA/Fest, observa-se nos valores médios variacdo sazonal ao longo do periodo
analisado, denotando a dinamica da vegetacéo e corroborando resultados diretamente associados a
sua Vitalidade. Pelos resultados, o EVI mantém um padrdo temporal, geralmente com valores
decrescentes no verdo (periodo chuvoso). O comportamento dinamico observado reflete a resposta
fenologica do dossel da vegetacdo analisada dentro dos poligonos amostrais definidos em cada
estacdo. Essa resposta varia no tempo em razéo do espectro de reflexdo da cobertura vegetal incidente

nos sensores remotos, e quanto mais proximo de 1, maior o vigor da vegetacdo monitorada.

Espacialmente, as estacdes do compartimento C apresentam plantas mais vigorosas e com menores
amplitudes de valor em relagdo as demais estagbes, dos compartimentos B’ e A. Ressalta-se neste
compartimento, os resultados para Aldeia do Coco (E3) e Degredo (E10), nas quais os valores maximos
estiveram proximos ou muito préximos de 0,8, indicativo de elevado vigor da vegetacdo. Em
contrapartida, a estacdo Mar Azul (E9) foi a que apresentou resultados do EVI atingindo valores
minimos, em torno de -0,3, em muitos pontos de captura de dados, semelhante ao que ja era observado
para o periodo pré-rompimento, ndo sendo, dessa forma, um indicativo direto da influéncia do rejeito

sobre o perfil de resposta da vegetacao.

A andlise estatistica apontou uma relacdo significativa entre os valores de EVI e Floracéo (r=-0,74;
p<0,01) e Frutificacdo (r=-0,74; p<0,01) da vegetacéo, o que possibilita o rastreio dos ciclos fenolégicos
e identificacdo de padrdes sazonais e, em uma abordagem secundaria, identificar distirbios desse
padrdo, como a ocorréncia de eventos estressores. Durante os periodos chuvosos, foram registrados
0s menores valores para o EVI, conforme observado em Degredo (E10), Cacimbas (E6) e REBIio
Comboios (E7), cuja amplitude do indice é reduzida durante todo o monitoramento. Esse padrdo de
reducdo coincide com a proximidade da Foz do Rio Doce e pode estar relacionado a influéncia de
fatores abibticos ou condi¢cbes naturais decorrentes das fenofases da vegetacdo, como o
desenvolvimento natural, descoloracdo e senescéncia das folhas e floragcdo, podendo resultar em um
comportamento sazonal da resposta espectral da vegetacao (LEIVAS et al., 2022). Segundo Huete et
al. (2002), o EVI é mais responsivo as variagdes estruturais, incluindo o indice de area foliar (IAF), tipo
e arquitetura de dossel e fisionomia da planta. A identificacao remota da fenologia em ciclos ou padrdes
sazonais em séries temporais de dados permite a observacdo direta dos ciclos fenoldgicos e,

indiretamente, de anomalias e efeitos de mudancas climaticas ou ambientais nesses ciclos.

Na analise temporal das estacdes, embora ndo se tenha visualizado um padréo que denote mudancas
para resultados obtidos desde 2018 até o presente momento, cabe ressaltar a captura de valores
minimos do EVI, muito proximos ou inferiores a zero, referentes a superficie de solo exposto, com baixa
cobertura ou verdor vegetal, ou ainda de intensa atividade reprodutiva da vegetacéo, o que corrobora
0 que ja tem sido reportado para o Ano 3 na APA Concei¢do da Barra (E1), marcada por taxas de
floracao muito superiores, com aumento da producéo de flores e frutos, indicando alteragdo no padréo

fenoldégico de subanual para continuo. Mudancas sazonais na disponibilidade dos recursos naturais,
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atuam de forma potencializadora ou limitante no crescimento da vegetacdo, alterando a taxa de
acumulacéo de biomassa e a taxa de senescéncia (LEE et al., 2002).
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Figura 7: Contaminagao das restingas monitoradas ao longo de suas formagdes herbacea, arbustiva e arbérea, utilizando como referéncia os valores pré-rompimento (EIA-Nutripetro - PSG, 2013), nos periodos Chuvoso Ano 1 (2018) a Seco Ano 5 (2023) no ambito do PMBA/Fest. Porcentagem

de Elementos Acima da Referéncia — PEAR (A); indice Integrado de

Poluicao — IPI (B); Andlise de Componentes Principais — PCA — entre variaveis abi6ticas (C) nos diferentes Compartimentos da regido costeira do Espirito Santo; e Numero de bactérias promotoras de crescimento nas trés

formagdes vegetais do Compartimento B’ nos Anos 1 e 5 do monitoramento (D).
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Dentre as variagdes abidticas que influenciam diretamente a resposta do indicador Vitalidade da
vegetacdo da Restinga, o0 monitoramento no &mbito do PMBA/Fest continua a destacar, para o Ano 5,
elementos minerais em excesso no sedimento, como As, Co e Mn, assim como Zn e Ni, quando
analisada a Porcentagem de Elementos Acima da Referéncia (PEAR) (Figura 7A), com incrementos
em estacBes proximas a Foz, em Cacimbas (E6) e na REBIO Comboios (E7), confirmando uma
condicdo de persisténcia desde o Ano 1 do monitoramento. Espacialmente, o indice Integrado de
Poluicdo (IPI) (Figura 7B) evidenciou tendéncia global de diminuigdo da poluicdo a partir do Ano 4,
apontando tendéncia de melhora para estagbes do Compartimento B’. Vale o destaque para redugao

no indice para herbaceas e arbustivas de Cacimbas (E6).

No Compartimento A, apds 0 aumento para niveis extremamente altos do periodo Seco do Ano 3, a
poluicdo dos sedimentos retorna a indices altos no Ano 5, caracterizando este compartimento como de
persistente poluicdo. Temporalmente, as maiores contribuicGes para o aumento de IPI nos periodos
chuvosos estiveram relacionadas a Mn (r=0,99), Pb (r=0,80), Ni (r=0,87), As (r=0,95) e, V (r=0,88) e Co
(r=0,66); (p < 0,01). Entretanto, os maiores niveis de poluicdo do sedimento foram encontrados em
periodos secos, em geral associados a eventos de alta morfodindmica marinha (Ano 1 e Ano 3). Os
niveis de poluicdo dos periodos secos apresentaram maiores contribuicdes dos elementos As (r=0,92),
Mn (r=0,95), V (r=0,92), Ni (r=0,94) e Pb (r=0,83); (p < 0,001).

O periodo Seco Ano 5 apresentou sinais de melhora da poluicdo comparado ao Ano 3, como observado
em Cacimbas (E6) e Mar Azul (E9), cujos niveis de poluicdo reduziram de moderado a baixo nas
herbaceas de E6 e de extremamente alto para alto em Mar Azul (E9). O depésito sobre a flora da
Restinga de elementos associados ao rejeito de mineracédo, como Mn, As e Cr, corrobora o padréo de
elementos quimicos observados em periodos anteriores. Com a adi¢cdo do periodo Seco do Ano 5 ao
monitoramento, caracterizou-se um aumento da abundancia de elementos sobre as trés formacdes
vegetais, mas principalmente sobre a vegetacdo arbustiva entre Degredo (E10) e REBio Comboios
(E7), mais expostas & combinagdo do aporte constante de elementos minerais provenientes do Rio
Doce, da maior energia de ondas e velocidade de ventos, caracteristica desse periodo, além de outros
fatores caracteristicos da morfodindmica dessas praias. A elevada concentracéo de elementos minerais
sobre a vegetacdo herbacea, que foi observada no periodo chuvoso para algumas estagbes como a

APA Conceicao da Barra (E1), Compartimento C, ndo teve destaque no periodo seco atual.

Para o sedimento, a analise global da contribuicdo do material depositado sobre a vegetacdo evidencia
a influéncia do aporte de elementos minerais no aumento das concentra¢des no sedimento para As,
Cr, Co, Mn, V, Ni e Pb nos periodos secos e especificamente de Co para o periodo Seco do Ano 5
(Figura 7C), favorecendo o aumento da porcentagem total no ambiente (PEAR). Este resultado apontou
maior influéncia dos aumentos nas concentragfes de elementos que chegam & costa via aerossol
marinho sobre os niveis de polui¢do. Tem sido recorrente o resultado que indica maiores depésitos de
elementos do aerossol na vegetacao localizada ao norte para as formagfes herbacea e arbustiva,
potencialmente decorrente das particularidades da distribuicdo da vegetacao, da energia de ondas, e,
em especial, da direcao e velocidade do vento dos periodos secos. Para a vegetacéo, as contribuices

significativas do aerossol marinho foram associadas a acumulos de As e Fe nos tecidos foliares. O
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Fator de Bioacumulacédo (BAF) de As, Mn, Cu, Pb e Zn, e teores de matéria organica (MO) e lama do
sedimento apresentaram direta relacdo com a vitalidade da vegetacdo da restinga. Maiores teores de
MO e de gréos finos podem favorecer a retencdo dos elementos minerais préximos a rizosfera e o
aumento da efetividade de acumulacdo dos mesmos no tecido vegetal, como em espécies arbustivas
e arbéreas no Compartimento C. Por outro lado, os maiores acumulos de elementos minerais nas
herbaceas entre Degredo e REBio Comboios podem estar associados a influéncia do aporte continuo
de elementos na regido da Foz, tornando-as mais suscetiveis e favorecendo a deposicdo sobre a
vegetacdo, caracterizada por plantas de crescimento e ciclo de vida rapido, respondendo a fatores
como a direcéo e velocidade dos ventos, a qualidade da agua no periodo e o alto grau de exposicao

as ondas, tipico do perfil praial dessa regiéo.

Associado a granulometria das praias e consequente retencdo de elementos minerais proximos a
rizosfera, os estudos atuais buscaram identificar o potencial uso de microrganismos promotores de
crescimento vegetal nas areas costeiras, destacando seu potencial de colonizagdo. Especificamente
para a formacéo herbacea, na qual as plantas crescem em solo com baixa concentracdo de matéria
organica e argila, foi analisada a capacidade da microbiota associada ao sistema radicular das
espécies, que demonstrou importante papel na promocao do crescimento. As herbaceas demonstraram
ainda maior capacidade de solubilizacdo de fosfatos e de producéo de quitinases, em comparacao as

plantas arbustivas e arboreas.

Ensaios relacionados a microbiota do solo (Figura 7D) mostraram, para a formacéo herbacea do
compartimento B’, que o nimero de bactérias promotoras do crescimento de plantas presentes no solo
destas restingas foi maior no Ano 5 em relacdo ao Ano 1, ao contrario do que foi observado para a
formacgédo arbdrea e arbustiva. Esses resultados indicam uma tendéncia de adaptacdo da populagdo
bacteriana proveniente das areas atingidas pelos rejeitos e apontam para um perfil de resposta aguda
da comunidade bacteriana presente na formacéo herbacea, frente & alta concentragédo de elementos
minerais encontrada no inicio do monitoramento. Aumentos dos depésitos de V e Al nas restingas
associados ao aerossol marinho apresentaram relagdo positiva ao nimero de bactérias nos solos das
restingas (r = 0,69 e 0,62; p< 0,05). Por outro lado, aumentos na concentracdo de elementos no solo
(Mn, Ni, Pb e V) apresentaram relacdo negativa (r = -0,81; -0,66; -0,53 e -0,73; p < 0,01,
respectivamente) e indicam o efeito deletério da polui¢cdo sobre a microbiota do solo das restingas (SID
solo x IPI, r = -0,78; p< 0,05).
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Figura 8: Padrdes de respostas de plantas de restingas e plantas modelos a contaminagéo por elementos quimicos. Plantas herbaceas de restinga obtidas por propagac¢éo vegetativa (estaquia) (A-C) e propagacao por sementes (D-l) submetidas a diferentes concentra¢gdes de extratos

solubilizados de sedimentos coletados nas restingas monitoradas no &mbito do PMBA/Fest. Plantas obtidas por propagagdo por sementes submetidas a tratamentos de dose-resposta de diferentes concentragdes de cobre (Cu), manganés (Mn) e zinco (Zn) (G-1). indices de desempenho

fotossintético: eficiéncia de oxido-redugéo do fotossistema Il (Plass) € desempenho total da cadeia de transporte de elétrons (Plwar) (A, D e G). Pigmentos fotossintéticos e Sistema oxidante (B, E e H): teores de Clorofila (Chl) a, b e totais; Antocianinas (Ant); Flavonoides (Flav); Compostos

fendlicos (Fenol), e Malonaldeido (MDA); Atividade antioxidante pelo método de redugéo do ferro (Ferric Reducing Antioxidant Power - FRAP) e pelo método de sequestro do radical DPPH; Concentragdo de elementos minerais no extrato solubilizado (ex), sedimento de cultivo, e nas folhas (fo).

Médias seguidas por letras distintas ou asterisco (*) diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0, 05). Analise de Componentes Principais (PCA) entre variaveis abidticas e biolégicas de resposta da vitalidade (C, F e I). Plantas modelos expostas ao extrato solubilizado dos sedimentos das

restingas: Germinag&o (%) (J) em Lactuca sativa; indice mitético (IM%) (K), alteragdes cromossémicas (AC%) e micronticleos (MN%) (L) em células meristematicas de Allium cepa. CN: Controle negativo. CP: controle positivo. Médias seguidas com (**) diferem estatisticamente do controle
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Os ensaios em cultivo protegido e bioensaios com espécies modelo buscam rastrear o efeito da
presenca de elementos minerais na fisiologia e crescimento das plantas da restinga, e permitiram
distinguir padrées da dindmica de distribuicdo de elementos minerais ao longo da costa, bem como
associa-los as respostas biolégicas de plantas de restingas avaliadas no monitoramento in situ.
Sementes de espécies herbaceas, coletadas nas estacdes amostrais no periodo Seco do Ano 5, foram
avaliadas quanto ao seu padrdo germinativo e os resultados indicaram, por meio da porcentagem de
germinacao, do indice de velocidade de germinacdo e da emergéncia das plantulas, que sementes
provenientes de Aldeia do Coco (E3) e Cacimbas (E6) possuem maior potencial de germinagéo que
sementes coletadas na APA Conceicdo da Barra (E1), REBio Comboios (E7) e Degredo (E10). A partir
destes dados, plantas jovens foram obtidas por propagacédo por semente e submetidas a ensaios, com
diferentes concentracfes de extrato solubilizado de sedimentos coletados nas restingas monitoradas,
gue revelaram mudancas significativas nos aspectos funcionais das plantas. Entre as variaveis que
compdem a Vitalidade da vegetacao, a produtividade primaria foi afetada, sendo o desempenho
fotossintético total (Plwota)) Significativamente menor nas plantas tratadas com extratos obtidos do
sedimento de Cacimbas (E6) quando comparados aquelas tratadas com extratos obtidos do sedimento
da APA Conceicdo da Barra (E1) (Figura 8D). Somado a isso, 0 aumento das concentracdes de Mn,
Zn, Pb, Co, V e Al em extratos de sedimentos coletados na REBio Comboios contribuiram para
aumentos nos acumulos foliares de Cr, Co, C e Zn, e na maior producdo de compostos fendlicos e
flavonoides em plantas (Figura 8F). Com isto, um resultado crescente da atividade antioxidante (FRAP)
foliar foi obtido em resposta ao aumento das concentracdes de extrato e da proximidade da estacdo de
origem a foz do Rio Doce (Figura 8E). Vale destacar que, para o periodo Seco do Ano 5, a concentracao
de Cu, Mn, Zn nesses extratos foi significativamente maior que aquela obtida nos sedimentos das
estacdes amostrais do monitoramento in situ. O extrato solubilizado também foi testado em plantas
herbdceas e arbustivas propagadas por propagacdo vegetativa (estaquia) (Figura 8A-C). Para as
herbaceas, o Sistema oxidativo, como compostos fendlicos, flavonoides, atividade oxidante (FRAP)
(Figura 8B) e peroxidacao lipidica, também respondeu a variagdo da origem do sedimento, indicando
gue foi capaz de promover danos as membranas celulares. A partir desse resultado, foi possivel
observar a interacéo dos fatores origem do sedimento e concentracéo do extrato solubilizado. Nessas
plantas, Plwta pouco diferiu entre estagdes de origem e concentragdes (Figura 8A), embora o indice de
eficiéncia de oxido-reducéo do fotossistema Il (Plas) tenha sido menor com o extrato de REBIO
Comboios na concentracdo de 300%. Variaveis representativas de estresse oxidativo também
responderam a presenca de Cr e Cu no extrato (Figura 8C). A atividade antioxidante mostrou correlagao
com o Al e Cd foliar, e Cr e Co do extrato. Ensaios em espécies vegetais modelos submetidas ao
extrato solubilizado apontaram reducdo na germinacdo de sementes de Lactuca sativa (8J), indicando
o potencial fitotéxico de sedimentos de restingas do Compartimento C. Por outro lado, variagdes
significativas de indices mitéticos (Figura 8K) e alteracdes cromossdmicas (Figura 8L) foram
encontradas em Allium cepa, em relagdo ao controle, associadas a composi¢do dos sedimentos das
restingas de Cacimbas (E6) e Degredo (E10). Esse resultado permite inferir o potencial

cito/genotdxico do sedimento das estagdes monitoradas, relacionado a ocorréncia de alteracdes
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Além desses ensaios, o efeito de concentragdes crescentes de Zn, Cu e Mn sobre o desenvolvimento
das mudas de espécies de restinga também foi avaliado, com o intuito de investigar o efeito da dose-
resposta de metais que mostraram recorréncia de impactos sobre a flora da restinga. Tais
concentracbes foram baseadas naquelas encontradas nos sedimentos e tecidos vegetais do
monitoramento in situ. Plantas da formacdo herbacea apresentaram reducfes da produtividade
primaria (indices de desempenho fotossintético) associadas ao aumento das concentragfes de Mn
(2000 uM), Cu (100 uM) e Zn (400 uM) (Figura 8G). Além disso, maiores concentra¢cées de Cu (100
MM) e Zn (400 pM) acarretaram em aumentos significativos de antocianinas, flavonoides e atividade
antioxidante (FRAP e DPPH) (Figura 8H), envolvidos na prote¢do do sistema metabdlico, atuando
contra as espécies reativas de oxigénio (ROS). Praticamente todas as doses aplicadas induziram o
aumento do composto malondialdeido (MDA). Tais modificacdes estiveram associadas a aumentos de

acumulos foliares de Zn, Cu, Fe, Cd e Cr nas plantas herbaceas de restinga (Figura 8l).

4  CONSIDERAGOES FINAIS SOBRE OS 5 ANOS DE MONITORAMENTO ACERCA DOS
INDICADORES OBSERVADOS E O AMBIENTE MONITORADO

Dentro da andlise espaco-temporal do indicador da restinga, a Vitalidade da vegetacdo, tanto as
categorias bioldgicas quanto os fatores abidticos avaliados mostraram resposta sinérgica e variavel,
principalmente em razdo da extensa variabilidade de espécies e da complexidade e sazonalidade do
ecossistema. A maior recorréncia de impactos biologicos a vegetagdo esteve associada aos periodos
chuvosos e revelam a suscetibilidade do ecossistema & sazonalidade das condigbes ambientais.

Em contrapartida, o periodo Seco, caracteristico por seus baixos indices pluviométricos, maior energia
de ondas e velocidade do vento, favoreceu a maior contaminacao da superficie foliar e do sedimento,
e biocumulacdo de elementos no tecido vegetal nas restingas, o que refletiu em respostas
desfavoraveis a vegetacdo, mais intensas na avaliagdo dos anos iniciais do monitoramento, entre o
Ano 1 e oAno 3.

Com os resultados obtidos, tanto de contaminagdo quanto da resposta biologica da vegetacao, foi
possivel observar que, em estacdes proximas a Foz do Rio Doce, como Degredo, Cacimbas e REBio
Comboios, a norte e a sul da desembocadura, o padréo de resposta agudo é mais marcante e denota
uma maior dependéncia da dindmica do rio, em relagdo a sua contribuicdo a composicao da coluna
d’agua. Esses fatores, somados a morfodindmica das praias, as condi¢des climaticas e a variagao
suscetibilidade/sensibilidade da vegetacdo, marcam a pluralidade de respostas nesta regido.
Resultados relacionados a isto foram aqueles observados principalmente em Cacimbas, area na qual
h& uma recorréncia de condi¢des desfavoraveis detectadas pelos resultados obtidos nesses 5 anos de
monitoramento. Os maiores impactos observados no compartimento B’ também foram observados no
compartimento C, com respostas cronicas e instaveis, decorrentes da grande variabilidade encontrada
entre as estagfes amostrais monitoradas.
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Para a estacdo amostral mais a sul do monitoramento, a composi¢éo natural do sedimento de Mar Azul,
no Compartimento A, muito distinta das demais restingas, revelou padrfes peculiares e que sugeriram
a forte influéncia da Formacao Barreiras no padrédo de respostas, assim contribuindo para os elevados
niveis de poluicdo ao longo do periodo monitorado, embora tenha sido evidente a melhora das

condi¢cBes ambientais no Ultimo ano de monitoramento.

Em termos de contaminacéo, a analise da concentracdo de elementos minerais no sedimento e na
vegetacao mostraram, por meio do indice Integrado de Poluigéo (IP1) e da Porcentagem de Elementos
Acima da Referéncia (PEAR) nos sedimentos, que mesmo com as variacfes tipicas dependentes da
sazonalidade ambiental, os resultados do Ano 1 a 3 foram os mais desfavoraveis para o ecossistema,
com altos niveis de poluicdo, com melhora nos anos seguintes. O percentual de bactérias promotoras
do crescimento de plantas presentes no sedimento das restingas foi maior no Ano 5 em relacdo ao
Ano 1, em plantas herbaceas. Esses resultados indicam uma tendéncia de adaptacdo da populacdo
de bactérias proveniente das areas atingidas pelos rejeitos e apontam para um perfil de resposta aguda
da comunidade bacteriana presente nesta formacao, frente a alta concentracdo de elementos minerais

encontrada no inicio do monitoramento.

O indicador Vitalidade da vegetacao da restinga, por meio da andlise do Alerta de Perigo Biologico,
mostra sazonalidade ao longo do monitoramento e é resultante da andlise integrada de quatro
categorias bioldgicas de resposta: Produtividade primaria, Metabolismo primério, Estresse oxidativo e
Reproducédo, sendo ainda dependente da adicdo de metal(oides) via aerossol marinho, principal fonte
de minerais para a vegetacdo costeira. Em termos desta andlise, a formacao herbacea apresentou
maior suscetibilidade. Nestas plantas, o alto grau de exposi¢do as ondas e ventos, crescimento rapido

e resposta fenoldgica flexivel resultaram em maior captura de elementos minerais.

Ja para espécies arbustivas e arbéreas, a menor Vitalidade observada ao longo dos 5 anos sugeriu
serem mais sensiveis, pois embora estejam mais afastadas da linha da costa, e menos suscetiveis ao
aerossol marinho, podem ser afetadas funcional e reprodutivamente pela combinagéo de fatores
edafoclimaticos e do aporte de contaminantes. Caracteristicas como a granulometria do sedimento ou
a maior complexidade estrutural da vegetacao (textura do dossel) podem ser fatores responsaveis pelo

aumento da retencdo e absor¢do dos contaminantes que chegam via aerossol.

Bioensaios sob condic¢des controladas, com o uso de extratos solubilizados de sedimentos coletados
nas restingas monitoradas e do efeito da dose-resposta de metais, mostraram alteracdes significativas
na resposta bioldgica em plantas de restingas e plantas modelos. Entre as varidveis que compdem a
Vitalidade da vegetacgédo, a produtividade primaria foi significativamente menor nas plantas tratadas
com extratos obtidos do sedimento de Cacimbas (E6) quando comparados aquelas da APA Conceicao
da Barra (E1). Além disso, maiores producdes de compostos fendlicos e flavonoides em plantas de
restinga acarretaram em aumentos crescentes da atividade antioxidante, em resposta ao aumento das
concentracdes de extrato e da proximidade da estacdo de origem a foz do Rio Doce. Ensaios em
espécies vegetais modelos apontaram alteracdes significativas do efeito toxicogenético, em relagdo

ao controle, associadas a extratos de sedimentos das restingas de APA Conceigdo da Barra (E1),
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Barra Nova (E4), Cacimbas (E6) e Degredo (E10). Esse resultado permite inferir o potencial genotéxico

do sedimento das esta¢des monitoradas, levando a uma possivel acdo aneugénica.

Para o efeito da dose-resposta de concentracdes crescentes de Zn, Cu e Mn sobre o desenvolvimento
das mudas de espécies de restinga, plantas da formacdo herbacea apresentaram reducbes da
produtividade primaria associadas aos tratamentos de maiores concentracfes de metais, que
acarretaram aumentos significativos do sistema antioxidante, envolvidos na protecdo do sistema

metabdlico contra as espécies reativas de oxigénio (ROS).

E importante destacar que foi o inventario floristico e fitossocioldgico efetuado ao longo do
monitoramento que possibilitou o enquadramento dos resultados encontrados dentro dos
Compartimentos delineados. Anterior ao monitoramento, tanto a riqueza quanto a estrutura da
vegetagdo ndo haviam sido estudadas a ponto de aferir um delineamento compativel com os temas
paralelos de Praia e Manguezal. Como resultado, as andlises ecofisiologicas e abidticas puderam ser
enquadradas de maneira coesa e integrada proporcionando um estudo multidisciplinar nunca antes

delineado na costa do Espirito Santo.

Em menor escala, o desenho amostral envolvendo trés comunidades vegetais se mostrou compativel
com a pergunta central do projeto. Isso possibilitou o avanco nas interpretacdes envolvendo gradiente
de contaminacdo no sentido mar-continente. O maior exemplo disso refere-se as discussdes de
retencdo do aerossol marinho sobre a textura da vegetacdo (dossel), intimamente relacionada com os

indices de diversidade apresentados ao longo das estacoes.

Como esperado, a riqueza encontrada em cada Compartimento sofreu poucas alteracées.
Provavelmente, a plasticidade adaptativa das plantas de Restinga sob diferentes tipos estruturais
representa uma estratégia de manutencdo de cada espécie ao longo do gradiente avaliado. No
entanto, sob perspectivas estruturais, a comunidade herbacea demonstrou diferengas concentradas
nos Compartimentos B’ e C. Essas diferencas estdo associadas aos aspectos de abraséo da linha da
costa, relacionados com o assentamento do rejeito no leito do oceano, que provocou maior propagacao
de energia das ondas sobre as dunas. Como resultado, houve perda de cobertura vegetal e
consequente comprometimento de espécies ameacadas de extingdo presentes nesta comunidade. A
frequéncia de abrasé&o das dunas variou ao longo do monitoramento, porém, os valores de importancia

de espécies ameacadas continuaram demonstrando declinio recorrente até o final do Ano 5.

Diferencas estruturais também foram encontradas na comunidade arbustiva e arbérea, porém, néao
correlacionadas com o0s contaminantes oriundos do rejeito. O cenério de avaliacdo destas
comunidades ¢é desafiador no futuro, em fungcdo de tensores antropicos concentrados no
Compartimento C, que poderdo comprometer a avaliagdo estrutural das comunidades. Por isso, é
importante destacar que os produtos destinados a educa¢ao ambiental produzidos pelo Tema Restinga
poderédo diminuir o distanciamento das comunidades do entorno e assim, possibilitar a diminuigéo dos

impactos descritos dentro do periodo estudado.
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Sob perspectiva temporal, a comunidade herbacea do Compartimento C apresentou flutuacdes na
sincronia reprodutiva (assincronia) em algumas estacdes avaliadas, que podem estar associadas aos
contaminantes oriundos do aerossol marinho e sdo corroboradas por meio da andlise de imagens
espectrais obtidas por sensoriamento remoto. Varios fatores podem comprometer a reproducao de
espécies vegetais, mas o monitoramento demonstrou que, mesmo acompanhando as flutuacdes
pluviométricas ao longo dos cinco anos, a comunidade herbacea apresentou picos de floragao
excedentes ao periodo esperado, o que comprometeu a maior dispersao dos propagulos dentro do
periodo de menor cobertura vegetal (periodo seco). Como resultado, sementes dispersas pelo vento
ficam retidas proximas da planta mée, diminuindo a capacidade de colonizacdo de dunas semifixas.
Isso esta intimamente relacionado ao impacto descrito para a comunidade (perda de cobertura vegetal)

podendo acarretar delonga na capacidade de recolonizacdo de areas afetadas.

Finalmente, dados restritos ao Ultimo semestre de avaliacdo (periodo Seco Ano 5) indicaram que
alguns elementos quimicos presentes no pélen do mel de abelha (Apis melifera), produzidos por
apicultores no Compartimento C, estdo acima das concentracdes esperadas aferidas para o Estado
do Espirito Santo. Alguns destes elementos podem alcancar niveis de toxicidade capazes de prejudicar

o desenvolvimento das larvas, em fungéo do poélen ser sua principal fonte de alimento.

Dessa forma, os resultados dos cinco anos de monitoramento mostram que as restingas associadas
a foz do Rio Doce, uma regido reconhecida como prioritaria para a conservacéo e que enfrenta déficit
de conhecimento de suas espécies regionais, se constituem como setor de maior recorréncia de
impactos a vegetacdo, por estarem mais sujeitas ao regime de vazao do rio e assim mais sujeitas ao
impacto ambiental em funcdo de eventos de inundacdo ou outras variacdes climaticas e
morfodindmicas que impactem tanto a Bacia do Rio Doce como a zona costeira. Somado a isso, o
ecossistema Restinga é diretamente dependente da oferta de elementos minerais via aerossol
marinho, os quais também sdo depositados sobre a vegetacdo e justificam a necessidade do
monitoramento de seus componentes abidticos. Para a biota, assim como as avaliages dos tecidos
foliares, a avaliagdo de érgdos reprodutivos e recursos florais reveste-se de importancia, visto os
potenciais impactos nas cadeias tréficas. Igualmente, outros aspectos do ponto de vista social e
econdmico podem ser afetados, uma vez que as comunidades de entorno das restingas, muitas das

vezes, dependem dos recursos vegetais deste ecossistema para sua subsisténcia.

5 ITENS PREVISTOS E NAO REALIZADOS: JUSTIFICATIVAS

A metodologia de coleta de estruturas reprodutivas e recursos/recompensas florais descrita no Plano
de Trabalho do Tema Restinga foi adequada, pois, durante a fase de valida¢do da metodologia proposta
se constatou a inviabilidade de obteng&o das amostras. Constatou-se que a quantidade de flores que
seriam necessarias poderia comprometer a disponibilidade de alimento para os animais, que fazem
uso dessas estruturas, e o equilibrio do ecossistema. Uma vez que o Plano de Trabalho propunha
coletas em propriedades de apicultores no entorno das estacdes amostrais do Tema Restinga,
amostras de polen e mel foram coletadas em propriedades na Comunidade Quilombola de Degredo,
municipio de Linhares, proximo a area amostral de monitoramento da Restinga em Degredo (E10) em
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agosto/setembro de 2023. Nesta localidade, coletas de recursos florais foram realizadas, pois atendiam
ao critério de presenca de associagdes de apicultura contendo producédo associada a vegetacéo de
restinga. Os procedimentos somente foram realizados ap6s alinhamentos com a Associacdo dos
Pescadores e Extrativistas e Remanescentes de Quilombo do Degredo (Associacdo ASPERQD),

reunides com os apicultores interessados, e aquisicdo de EPI's e materiais necessarios para coleta.

Dessa forma, as analises relacionadas a esta matriz também necessitaram de adequacdes: i.
Contaminacao de 6rgdos e recursos/recompensas florais, e ii. Andlise polinica (Meta 1 - Efeitos da
contaminacdo do ecossistema restinga). Para a andlise de contaminacao de érgéos reprodutivos, que
no Plano de trabalho estipula a analise alternativa entre pistilo, estames, frutos e/ou sementes, a
concentracdo de elementos quimicos foi determinada a partir de sementes e frutos de espécies das
restingas. Entretanto, a andlise de néctar foi realizada por meio do mel (que é produzido pelas abelhas
a partir do néctar recolhido de flores). A andlise de elementos quimicos para recursos/recompensas
florais foi restrita a pélen e mel (que sdo provenientes de androceu e gineceu das plantas) coletados
juntamente aos apicultores, por serem suficientes para comparar os resultados com valores de
referéncia reconhecidos pelo poder publico. Por outro lado, devido as alterac6es de metodologia de
coleta, a avaliacdo de germinacao dos graos de pdlen ndo pode ser realizada, visto que a determinacao
botanica do inventario polinico é destrutiva, impossibilitando sua posterior germinabilidade. Vale
destacar, entretanto, que as demais analises propostas para essa tematica foram suficientes para a
conclusdo da meta, visto que o inventario polinico pode indicar a presenca das espécies com maior
valor de importancia e, a andlise quimica de pdlen e mel pode indicar tracos de contaminacdo cujos
valores de referéncia sédo reconhecidos pelo poder publico.

A avaliacdo da promogéao do crescimento vegetal pelo uso de microrganismos, descrita na Meta 3 do
novo plano de trabalho, apresentou dificuldade na execucgéo de parte das suas atividades. A selecéo
de colbnias de bactérias de interesse para futuras acdes de mitigacdo das restingas afetadas, planejada
naversao inicial do projeto, se caracteriza por uma atividade continua que depende de fases anteriores
de selecdo. Etapas relacionadas ao uso das coldnias de interesse na colonizac¢éo de tecidos internos
de plantas de restinga para implementacao nos ensaios de dose-resposta de metais ainda ndo puderam
ser completadas, uma vez que nao foi possivel a obtencdo de nimero suficiente de sementes
colonizadas por espécie para a implementagdo dos ensaios, impossibilitando a determinagéo dos
parametros biométricos e fotossintéticos. Entretanto, os demais ensaios da dose-resposta de metais
em plantas de restingas foram cumpridos, e incorporados ao RA2023, assim como as demais atividades
relacionadas a selecdo das unidades formadoras de coldnias, selecdo dos isolados para a avaliacéo
antioxidante, tais como fosfato, producao de quitina, tolerncia a salinidade e compostos volateis foram

realizadas.
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