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RESUMO

Manguezais s@o ambientes altamente produtivos e resilientes. Contudo as pressdes
antropicas associadas aos tensores naturais faz com que esta resiliéncia diminua. Os metais
traco estdo entre os principais poluentes de origem antrépica que atingem 0s manguezais.
Florestas de mangue sdo consideradas sumidouros destes poluentes pela capacidade de
retencdo no sedimento e na biomassa vegetal. Este trabalho foi desenvolvido a partir do cultivo
ex situ de plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em diferentes concentracdes de ferro
(Fe) e aluminio (Al). Esté tese é composta por trés capitulos. O primeiro avaliou o efeito do Fe
no desenvolvimento, crescimento e fisiologia de plantulas de R. mangle. Ao final do
experimento foi observada uma redugdo do desempenho fotossintético, reducdo da producéo
foliar na maior concentragdo (315 umol L ). Quanto maior a concentragdo do metal no meio
de cultivo maior foi a bioacumulacdo do Fe na biomassa vegetal, sendo as raizes responsaveis
pelo maior acimulo. O segundo capitulo analisou as respostas morfoldgicas e fisioldgicas de
plantulas de R. mangle em diferentes concentra¢@es de Al. As plantulas expostas ao excesso de
Al apresentaram uma reducéo no desempenho fotossintético e reducao da biomassa das raizes.
As raizes também foram responsaveis pelo maior acimulo de Al em relacdo a parte aérea. Esta
resposta similar para os dois metais sugere que a espécie possui mecanismos de defesa para
impedir a entrada de metais sobretudo quando estes estdo em concentragdes elevadas, como
por exemplo, o processo de ultrafiltragdo. Os resultados apresentados evidenciam a plasticidade
da espécie em lidar com tensores. O terceiro capitulo teve como objetivo definir o tamanho de
amostra e de parcela em experimentos ex situ que utilizam propagulos de R. mangle. Foram
utilizados parametros morfoldgicos (massa fresca, comprimento, didmetro basal do meio e
apical) dos propagulos coletados na foz natural do estuario do rio Italinas em seis épocas
distintas . Inicialmente foram realizadas estatisticas descritivas juntamente com medidas de
correlagdo linear e teste de normalidade as metodologias do dimensionamento amostral e do
tamanho Otimo de parcela (top) foram definidas. Para experimentos que ndo envolvem
delineamento experimental (i.e: sol e sombra) a quantidade de propagulos utilizadas é
determinado por estimag&o intervalar bootstrap onde o N sera definido em funcgao dos erros
tolerados em torno da média. Para a determinag&o do tamanho 6timo de parcelas para instalagéo
de experimentos nos delineamentos inteiramente casualizados (DIC) e em blocos casualizados
(DBC) Deve ser empregado o método de Hatheway. O nimero de propagulos por parcela sera
definido em funcdo do nimero de tratamentos, repeticdes e precisao assumida. Esta definicdo
do tamanho amostral e de parcela é importante haja vista que ndo existe uma padronizacao dos

mesmos em experimentos in situ e ex situ com plantulas de mangue.

Palavras chave: Metais traco, Bioacumulacdo, Delineamentos experimentais,

Experimento ex situ.



ABSTRACT

Mangroves are highly productive and resilient environments. However, anthropogenic
pressures associated with natural stressors cause this resilience to decrease. Trace metals are
among the main anthropogenic pollutants affecting mangroves. Mangrove forests are
considered to be sinks for these pollutants because of their capacity to retain them in the
sediment and in the vegetal biomass. This work was developed from the ex situ cultivation of
Rhizophora mangle L. seedlings cultivated in different concentrations of iron (Fe) and
aluminum (Al). This thesis is composed of three chapters. The first evaluated the effect of Fe
on the development, growth and physiology of Rhizophora mangle seedlings. At the end of the
experiment a reduction in photosynthetic performance, reduced leaf production was observed
at the highest concentration (315 umol L ). The higher the concentration of the metal in the
culture medium the higher was the bioaccumulation of Fe in the plant biomass, being the roots
responsible for the highest accumulation. The second chapter analyzed the morphological and
physiological responses of R. mangle seedlings in different Al concentrations. Seedlings
exposed to excess Al showed a reduction in photosynthetic performance and reduction of root
biomass. The roots were also responsible for the higher accumulation of Al in relation to the
aboveground part. This similar response for both metals suggests that the species has defense
mechanisms to prevent the entry of metals especially when they are in high concentrations,
such as the ultrafiltration process. The results presented show the plasticity of the species in
dealing with stressors. The third chapter aimed to define sample and plot sizes in ex situ
experiments using R. mangle propagules. Morphological parameters (fresh mass, length, basal
middle and apical diameter) of propagules collected at the natural mouth of the Italinas river
estuary in six different seasons were used. Initially, descriptive statistics were performed along
with linear correlation measures and normality test, sample sizing and optimal plot size (top)
methodologies were defined. For experiments that do not involve experimental design (i.e. sun
and shade) the amount of propagules used is determined by bootstrap interval estimation where
N is defined as a function of tolerated errors around the mean. The Hatheway method should
be used to determine the optimum plot size for the installation of experiments in Completely
Randomized Design (DIC) and Randomized Block Design (BCD). The number of seedlings
per plot will be defined as a function of the number of treatments, repetitions and assumed
precision. This definition of sample size and plot size is important because there is no

standardization of the same in in situ and ex situ experiments with mangrove seedlings.

Keywords: Trace metals, Bioaccumulation, Experimental design, ex situ experiment.
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1. Apresentacao

Manguezais séo distribuidos mundialmente nas zonas intertidais das regides tropicais
e subtropicais, representam um ecossistema altamente produtivo, provedor de diversos bens e
servigos beneficiando direta e indiretamente as popula¢Ges costeiras, ecossistemas costeiros e
marinhos adjacentes (GIRI et al., 2011)

O ecossistema manguezal se estabelece como resultado da interacdo de varios fatores
como geomorfologia, inundacdo, textura e temperatura do substrato, pH, salinidade, aporte de
nutrientes, producdo e dispersdo dos propagulos, competicdo, herbivora, bem como a resposta
fisiologica das espécies aos gradientes de salinidade e inundacdo, incluindo as interacdes
simbidticas. Estas condi¢des modificam a distribuicdo do manguezal e sua diversidade
floristica (TOMLINSON, 1986; ALONGI; MUKHOPADHYAY, 2015)

O manguezal é um ecossistema diverso em termos estruturais e funcionais (FELLER
et al., 2010), fornecendo diferentes servigos ecossistémicos (TOGNELLA-DE-ROSA et al.,
2006). Os servigos ecossistémicos providos pelo manguezal, incluindo: biofiltracdo, retencéo e
ciclagem de nutrientes, estoque de carbono, protecdo fisica das zonas costeiras, estabiliza¢éo
da costa entre outros (LOVELOCK e ELLISON, 2007; DONATO et al., 2011; GEDAN et al.,
2011; ALONGI, 2014; ATWOOD et al., 2017; PASCOALINI et al., 2019).

Embora sejam consideradas uma das principais fontes de producdo priméria nas
regibes tropicais e subtropicais (HOGAN et al., 2013), as florestas de mangue tém sido perdidas
em todo o mundo nas Gltimas décadas (GIRI et al., 2011). Além do desmatamento direto,
alteragdes hidroldgicas, mudancas climaticas (em particular aumento do nivel médio do mar),
infestacOes de insetos, poluicdo quimica, aquicultura, desenvolvimento urbano e industrial
(ALONGI, 2002; DUKE et al., 2007; SPALDING et al., 2010; GIRI et al., 2011) estdo entre

0s principais tensores antropicos.

Os manguezais sdo ambientes resilientes, isto é, ttm uma alta capacidade de se
recompor naturalmente (TOGNELLA-DE-ROSA et al., 2007). Contudo, quando os drenos
energéticos naturais e induzidos sao simultaneos, esta resiliéncia diminui, tornando-se dificil a
recuperacao e/ou manutencao do ecossistema (LOVELOCK e ELLISON, 2007).



1.1 Metais trago no manguezal

O teor de metais traco no solo é influenciado pelo seu material de origem, clima e
vegetacao, refletindo a oferta de nutricdo mineral para o crescimento das plantas pelo solo. As
plantas absorvem e acumulam os elementos em seu tecido, mas também pode libera-los de
volta para o ambiente circundante. Parte do elemento absorvido é translocado entre os tecidos
vegetais. Elementos essenciais para a sobrevivéncia das plantas (MENGEL et al., 2001) sdo
classificados de acordo com o seu requerimento como macronutrientes, sendo eles: N, P, K,
Na, Ca e Mg; e micronutrientes, sendo: Cu, Fe, Mo, Mn, Ni e Zn. Esses elementos essenciais
melhoram o crescimento e rendimento das plantas (TAIZ, 2017). Muitos metais traco como
Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Zn ndo sdo toxicos na maioria dos ambientes e atuam como
micronutrientes para o crescimento das plantas até que ultrapassem um certo limite
(APPENROQOTH, 2010). Outros elementos trago ndo essenciais como Al, Cr, Cd e Pb s&o muitas
vezes toxicos para crescimento das plantas (BOTHE, 2011).

Os metais-traco sdo considerados, dentre 0s compostos quimicos toxicos,
contaminantes de grande relevancia, visto que ndo sdo biodegradaveis. A atividade humana
influencia o ciclo de elementos de duas maneiras correlacionadas: (i) por alterar a taxa na qual
os elementos sdo transportados entre diferentes reservatorios e (ii) alterando sua especiagdo

(forma de ocorréncia) entre fontes e sumidouros (RAY et al., 2021).

Pela sua natureza ndo biodegradavel, uma das grandes preocupacbes sobre o
incremento de metais traco no ambiente é o fenémeno da biomagnifica¢do nos organismos, ou
seja, 0 incremento da concentracdo dos metais ao longo da cadeia alimentar até o homem.
Manguezais fornecem um ambiente ecologico Unico para fauna e flora diversas, que
representam teias alimentares relativamente complexas com relagdes intrincadas com habitats
vizinhos e concentracdo de metais nos niveis superiores da cadeia alcanca valores muito acima
dos que se encontram no ar e na agua (KATHIRESAN e BINGHAM, 2001; NAGELKERKEN
et al., 2008). Esses metais-traco ao serem langados nos corpos d'agua sofrem particdo entre a
agua e os particulados suspensos, sendo que parte desta carga é metabolizada pela flora e fauna
local e parte deposita-se nos sedimentos tornando-os o destino final desses contaminantes
(SILVERIO, 2003).

Os metais traco estdo entre os principais poluentes de origem antropica que atingem os
manguezais (MACFARLANE et al., 2007). O enriquecimento metéalico dos manguezais surge

do uso de areas urbanas e agricolas e resulta de diversas fontes como: efluentes industriais,



embarcaces, vazamentos de produtos quimicos, emissao de esgoto, lixiviacdo do solo (SILVA
et al., 1990; BAYEN, 2012; CHENG et al., 2012) e sdo agravados pela rapida urbanizacdo
(TAM e WONG, 1997; MACHADO et al., 2008; ZHOU et al., 2010).

O acumulo de metais no sedimento dos manguezais € favorecido por sua alta
capacidade de adsorcdo de matéria organica e pela presenca de pequenas particulas
granulométricas (ZHOU et al., 2010). A inundacdo frequente do ambiente causa, em muitas
situacBes, deplecdo do oxigénio que desacelera a decomposicao da matéria orgénica o que gera
acimulo de solutos potencialmente téxicos, como fons ferrosos (Fe?*) e fons sulfeto (S*)
(ARMSTRONG, 1971; PONNAMPERUMA, 1984) . Estudos que relacionam a concentracao
de metais traco no sedimento consideram 0s manguezais como barreiras biogeoguimicas para
o transporte de poluentes em areas costeiras tropicais (MCLUSKY e ELLIOTT, 2004; QIU et
al., 2011). Metais trago no sedimento de manguezais s&o relatados em uma ampla gama de

concentracdes (Tabela 1).



Tabela 1: Comparagdo da concentracdo minima e maxima de metais traco no sedimento de manguezais no mundo.

Metais traco mg Kg *

Referéncia Localizacdo
As Al Cd Co Cu Fe Hg Mn Ni Pb Zn
- 333-

PREDA e COX, 2002) Australia 17-40 25530 - - - - - - - - -
FARIAS et al. (2007) Brasil - 4962  001-02  0,01-0,38 0,01-300  0,9-4,4%* - 72-509  35-31,7  6,5-19 16-63
TUE et al. (2012) Vietnd . 2,18-19,76 %1375% ] ] ] ] 52-105  76,53-199,94
MARCHAND et al. (2011) F?;:ggsa - 0,01-0,2 0,08-051 22,64-721,69 1135  0,03-3,55 - 0,68-2,36
REITERMAJER et al. . 2,19-
oL Brasil - 1,69-6,25 - - 4623692 5,52-18,38** - - - g 0,15-1,82
BODIN et al. (2013) Senegal . 6,4-8,8**  0,27-0,29 . 20-34 3.2-4,2%% 214-297  43-53 22 105-143
CABRAL etal., (2016) Brasil - - 0,25-0,42 - 0,74-9,42 - %,112- - 2,5-11,71 - 15-118
NORONHA et al. (2016) india ; ; ; 47.75-59,5 90.25-133 ; ; 277255 125-160 ; 137-157
GOPALAKRISHNAN et al. . 27275,8- 372- )
(2030) China . . 1,97-37.,8 . 325-1022  ‘gogors ] g3 13627 441848 1048-3149

. 8,55- 26,65 6,00
MANJU et al. (2020) india - - 046-2,63 10,70-36,94 3617 ; ; 7500 200y 28018221
GHOSH et al. (2022) india ] 36,5-59 55 %01%%1 8,1-16,7 453-797  30,7-53,01 . 460-928 279581 78-244  51.9-105

. 0,02— 1,42- 49,06
MOUSHMI et al. (2022) india - - 0,05-1,84 0,10-21,08 8.19 ; ; - 2156490 o 1292.64

. 8,50- 2.31-

RRDM, 2020 Brasil - - - 43,76-130,4 - 301,61 - 30,13

*Concentragdo em %



As plantas de mangue apresentam mecanismos bioldgicos Unicos para lidar com salinidades elevadas e o estresse osmético derivados do excesso de

fons no interior da célula (TOMLINSON, 1986). Alguns estudos exploraram se estes mecanismos também poderiam regular os metais traco. Estudos recentes

mostram a bioacumulacdo de metais como mercurio (Hg), niquel (n=Ni), cobalto (Co), cadmio (Cd), cromo (Cr), manganés (Mn), ferro (Fe) e aluminio (Al)

(TABELA 2).

Tabela 2: Concentragdo média de metais traco nos diferentes tecidos vegetais em espécies de mangue em condicdes in situ.

Concentracdo de metais trago nos tecidos vegetais mg Kg *

Referéncia Pais

Al cd Co Cr Cu Fe Hg Mn Ni Pb Sn Zn
MACFARLANE et al. (2003) Australia - - - - 0,6 - - - - 0,28 1,726667
AGORAMOORTHY et al. (2008) india - - - - 2409 1936 0,06 168,7 - 16,69 1187,6 56
NATH et al. (2014) Australia - 15 4,9 21 153 63578 - 105 9,5 189 - -
WU et al. (2015) China - 0,36 3,036 16,338 - - 137,74 5422 2,354 - 28,32
MARCHAND et al. (2016) Nova Caleddnia - - 0,345 - 0,205 319,575 - 1,088333 4,926667 - - 0,365
RRDM, (2020) Brasil - - - - 411 208,73 - 132,96 - 8,6 - 10,35
GHOSH et al. (2022) india 773,6 0,022 1,6 46 58,1 51227 - 565,3 5,2 4 - 90




MacFarlane et al. (2003) avaliaram o potencial de acumulacdo e translocacdo de Zn,
Cu e Pb na biomassa vegetal de Avicennia marina. Os autores concluiram que esta espécie
pode ser utilizada como indicador bioldgico para estes metais, pois a concentracdo dos mesmos

nos tecidos foi proporcional a quantidade observada no sedimento.

Mejias et al. (2013)Mejias et al. (2013) avaliaram a acumulacéo e translocacéo de dez
metais traco (Hg, Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, Pb, Mg, Zn) presentes no sedimento do manguezal
em Porto Rico, de trés espécies de mangue A. germinans, L. racemosa e R. mangle. Os
pesquisadores concluiram que a taxa de translocagdo e acumulagdo nos tecidos vegetais (raiz e
folhas) é diferente entre as espécies, sendo o acimulo relacionado com tipo de sedimento e a
concentracdo de metais presente no mesmo. .Ramos e Geraldo, (2007) obtiveram resultados
similares avaliando trés espécies no rio Cubatéo. Os autores encontraram uma relacéo linear
entre a concentracdo dos metais avaliados (Cd, Cr, Cu, Pb e Zn) e aquela registrada na biomassa

vegetal.

Apesar de possuirem a capacidade de armazenar metais, a concentracdo dos mesmos
nos tecidos foliares ¢ menor do que nas raizes. No geral, as plantas de mangue tendem a operar
como espécies excludentes de metais ndo essenciais e reguladores de metais essenciais
(MACFARLANE et al., 2007) . A baixa concentracdo de metais na biomassa vegetal ¢é
associada a presenca de barreiras na epiderme e endoderme da raiz (MACFARLANE;
BURCHETT, 2002), pela oxidacdo do sedimento pelas raizes de mangue, diminuindo o
ingresso destes elementos na biota (LIU et al., 2009) e pela formacéo de placas de ferro na
superficie radicular (MACHADO et al., 2005; CHENG et al., 2012), sendo mecanismo de

retencdo nos solos mais oxigenados.

Os efeitos da poluicdo em plantas de mangue tém sido estudados por avaliacdo das
respostas biol6gicas para sobrevivéncia como a produgdo de biomassa, eliminacdo de folhas,
fotossintese, bioacumulacdo nos diferentes 6rgdos e translocacdo para os tecidos de
armazenamento. Além disso, estdo associados aos metais no interior da planta a ocorréncia de
aumentos na expressao de metalotioneinas (MT), de atividades enzimaticas, de produtos de
peroxidacdo de lipidios e na frequéncia de mutacdes (Tabela 3). A maioria dos estudos sao
realizados ex situ em plantulas de mangue, mas observacGes de campo em arvores maduras
também foram relatadas (Tabela 3). Sob condi¢fes controladas, metais traco foram, por
exemplo, associados a reducéo da fotossintese (BELL; DUKE, 2005); (MACFARLANE et al.,
2003), reducdo de crescimento e de biomassa (MACFARLANE e BURCHETT, 2002;



ALONGI, 2010), modifica¢bes na anatomia radicular (CHENG et al., 2012; ARRIVABENE
etal., 2016); além de inducdes na taxa de mortalidade (MACFARLANE e BURCHETT, 2002)



Tabela 3: Principais pardmetros avaliados na determinagdo da toxicidade de metais

traco em espécies de mangue em condi¢es in situ e ex situ.

Espécies de mangue Parametros avaliados Contaminante In situ Ex situ Referéncia
BruaLi i HUANG,;
ruguiera gymnorrhiza MT mRNA cd WANG; YING,
(plantula) (2011)
Kandelia candel e pigmentos
Bruguiera gymnorrhiza fotossintetizantes, Cd, Pb, Hg HUANG e
(plantula) atividade enzimaética WANG, (2010)
Kandelia candel e pigmentos
Bruguiera gymnorrhiza fotossintetizantes, Cd, Pb, Hg HUA2N0(130€'[ al.
(plantula) atividade enzimatica ( )
. atividade antiradicalar ,
Kan?elgﬁtﬁ?svata polifenois totais, , MT Pb, Mn YAN e TAM
p TRNA (2011)
. - - pigmentos
Avicennia marina A HUANG e
A fotossintetizantes, Cu, Pb, Zn
(plantula) atividade enzimética WANG (2010)
Aegiceras corniculatum Metabolismo de cu. Cd. Zn GUANGOQIU et
(plantula) carboidratos e al. (2007)
. . . Atividade enzimatica, CAREGNATO et
Avicennia marina P N Zn
frequéncia de mutagéo al. (2008)
ARRIVABENE
Rhizophora mangle, Bioacumulago, et al. (2016);
Bruguiera respostas anatdmicas, Fe CHENG et al.
gymnorrhiza(plantula) crescimento (2010);
ALONGI, (2010)
Rhizophora mangle, Translocagio e Al, Cu, Ar, Fe Cd, Cr, MEJIAS et al.
Avicennia schaueriana, bioacumulacio Cu.Pb. Md. Zn X 9
Laguncularia racemosa ¢ R (2013)
B. gymnorrhiza, R. stylosa, .
K. obovaia, A mecanismos Cd.CuePb x ZroL el
corniculatum (2021)
K_abovata Formagcéo de placa de Cu, Pb, Zn X SHEN et al.
ferro (2021)

O Brasil apresenta a segunda maior area de manguezal do mundo com 130.000
hectares, correspondendo a 8,5% das areas de mangue no mundo (SPALDING et al.,2010). Os
manguezais brasileiros ocorrem ao longo de 6.786 km da linha de costa, colonizando areas
desde o rio Oiapoque, no extremo norte do litoral do Amapa, até municipio de Laguna, no sul
do estado de Santa Catarina (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000; SOARES et al., 2012). O
levantamento realizado por Cintron e Schaeffer-Novelli (1983) identificou sete espécies de
mangue no Brasil, sendo elas: Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), R. harrisonii L.

(Rhizophoraceae), R. racemosa G. Mey. (Rhizophoraceae), Avicennia schaueriana Stapf &
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Leechm. Ex Moldenke (Acanthaceae), A. germinans (L.) L. (Acanthaceae), Laguncularia

racemoossa (L.) C.F. Gaertn. (Combretaceae) e Conocarpus erectus L. (Combretaceae).

Rhizophora mangle L. conhecida popularmente como mangue vermelho se desenvolve
em regides tropicais e subtropicais. Sua distribuicio vai desde a Africa Ocidental até a costa
Pacifica da América tropical. Nas Américas, apresenta ampla distribui¢do no lado do Oceano
Atlantico com limite préximo aos 29° N na Flérida (JIMENEZ, 2000) até o sul do Brasil aos
27°30” S (SOARES et al., 2012). Na costa Pacifica do continente, ocorre desde o México até
o0 norte do Chile (TOMLINSON, 1986). A espécie se destaca na linha de costa brasileira
(SCHAEFFER-NOVELLI et al., 1990), assim como ao logo da linha de costa do Espirito Santo
(SILVA-etal., 2005; PETRI et al., 2011). No litoral capixaba, a espécie ocorre desde Conceicao
da Barra, extremo norte do estado, até Presidente Kennedy na divisa com o Rio de Janeiro
(VALE e FERREIRA, 1998). E considerada uma espécie vivipara onde o embrifo se
desenvolve na planta-mée (CLARKE e ALLAWAY, 1993). Apds o periodo de maturacédo do
embrido (3 a 6 meses), 0s propagulos desenvolvidos sao liberados e dispersos pelas correntes
até a implantagdo (VAN DER STOCKEN et al., 2019).

Entre os servicos ecossistémicos providos pelo manguezal incluem-se a biofiltracéo, a
retencdo e ciclagem de nutrientes e carbono, protecdo fisica das zonas costeiras durante
tempestades e outros disturbios de grande escala (LOVELOCK e ELLISON, 2007). Ao longo
do globo, espécies do género fornecem bens como a madeira para a construgdo de embarcacgdes
e lenha para a subsisténcia de povos tradicionais. O tanino presente no cortex de R. mangle é
usado para impermeabilizar um dos principais simbolos da cultura popular do Espirito Santo -
a panela de barro de Goiabeiras - cuja fabricacdo de forma artesanal foi tombada pelo Instituto
do Patrimdnio Historico e Artistico Nacional como patriménio imaterial do Espirito Santo
(IPHAN, 2009).

Intervengdes antropicas na zona costeira irdo reduzir a resiliéncia do ecossistema,
tornando-o mais vulneravel as pressdes ambientais (ELLISON e FARNSWORTH, 1996;
LOVELOCK e ELLISON, 2007) tanto de origem natural quanto antrépica. Desta forma, os
manguezais se tornam mais suscetiveis a doencas e pragas quando estressados por alteracdes
de salinidade, de inundacdo das marés, nas taxas de sedimentacdo, nas caracteristicas fisico-
quimicas do solo, por introducdo de poluentes e por danos causados por tempestades e ciclones
(ALONGI, 2002).

O estado do Espirito Santo é detentor do maior complexo de producéo e exportacéo de
pelotas de ferro do mundo (IBEF, 2011). Em novembro de 2015 mais de 50 milhGes de metros

cubicos de rejeitos de mineragdo foram liberados no rio Doce quando a barragem de Fundao
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rompeu causando o maior desastre ambiental da historia brasileira (IBAMA, 2015) e um dos
maiores desastres ambientais da industria da mineracdo (CARMO et al., 2017). A lama entédo
percorreu o rio Doce e alcancou a regido estuarina 17 dias apds a queda da barragem. O
transporte e a liberacdo das plumas de rejeito ao longo da costa impactaram os ecossistemas
marinhos, estuarinos e costeiros em uma escala ainda desconhecida(MIRANDA e
MARQUES, 2016) Neto et al. (2016) realizaram amostragens antes e apés a chegada dos
rejeitos na foz do Rio Doce e na plataforma continental adjacente, demonstrando o aumento
das concentrac6es de Fe, Al, Mn e Cr apds a pluma dos rejeitos. Para o Fe total, a concentracao
mais elevada (52.360 mg/L) foi registrada nas amostras de agua de fundo coletadas na estacdo
préxima a linha de costa. Para a fragdo dissolvida, a concentracdo maxima foi de 226 mg/L em

uma estacao localizada perto da desembocadura (NETO et al.,2016).

Diante do exposto o ecossistema manguezal é considerado por muitos pesquisadores
como um sumidouro de metais traco, seja retendo-os no sedimento ou na biomassa da
vegetacdo. Avaliar o desenvolvimento de plantulas de mangue em diferentes concentracdes de
metais trago é de fundamental importancia para que se possa tragar estratégias de conservagéo

e preservacgao dos bosques, e como ferramenta de manejo em areas poluidas e/ou degradadas.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho fotossintético (fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas na
assimilacdo de carbono) e o desenvolvimento de plantulas de Rhizophora mangle em cultivo

ex situ sob diferentes concentracOes de Fe e Al.
2.2 Objetivos especificos

Correlacionar o desempenho fotossintético das plantulas com o aumento da

concentracdo do Fe e Al no meio de cultivo;

Averiguar o crescimento e desenvolvimento das plantulas de R. mangle nas diferentes

concentracdes de Fe e Al;

Correlacionar a producdo foliar em pléntulas de R. mangle com o aumento da

concentracdo dos contaminantes no meio de cultivo.

Estimar a biomassa por compartimento (raiz, caule e folhas) nas diferentes

concentracdes de Fe e Al.
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Avaliar a bioacumulagdo dos metais na parte aérea e raiz nas diferentes concentragdes

dos metais.

Contribuir para estimativa do tamanho da amostra e parcela para minimizar o erro

amostral, uniformizar os estudos e diminuir o impacto sobre as populagdes amostrais.
Esta tese foi dividida em trés capitulos que serdo abordados conforme exposto abaixo.

O capitulo 1intitulado: Efeito do ferro na morfofisiologia em plantulas de Rhizophora
mangle L. Deste capitulo foi escrito o artigo: The role of iron on the growth and development
of the seedlings of Rhizophora mangle L. Publicado na revista Scientific Research and Essays.
Foram avaliados o crescimento inicial, producéo foliar, alocacéo de biomassa, bioacumulacao,
fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas das plantulas cultivados em substrato com excesso

de ferro.

O capitulo 2 intitulado: Efeito do aluminio no crescimento inicial e fisiologia de
plantulas de Rhizhophora mangle L. Teve como objetivo avaliar as respostas morfoldgicas e

fotoquimicas apds o cultivo em substrato com excesso de aluminio.

O capitulo 3 intitulado: Experimentos ex situ de Rhizophora mangle: Qual o tamanho
ideal da amostra e da parcela? Este capitulo foi escrito em forma de artigo e faz uso dos dados
morfoldgicos iniciais dos propagulos utilizados neste e em experimentos anteriores. Teve como
objetivo determinar o tamanho da amostra e de parcela em experimentos ex situ utilizando

propagulos de R. mangle.
Metodologia Geral
3.1 Coleta e desinfestacdo dos propagulos.

Os propagulos de R. mangle foram coletados em diferentes individuos adultos no
manguezal da Guaxindiba, regido localizada nas cercanias da foz natural do rio Itatnas (Figura
1) por esforgo intensivo, considerando as duas margens do rio. Apos a coleta, os propagulos
foram acondicionados em sacos plasticos e transportados para o laboratério de Ecologia do
Ecossistema Manguezal (CEUNES/UFES) para serem triados. Os individuos coletados (N =
497) foram lavados em &gua corrente com detergente neutro para retirar residuos de lama e
areia, bem como micro-organismos, apos a lavagem foram triados e, apenas os individuos sem
avarias, foram selecionados para implantacdo de todo o experimento. Na sequéncia, 0s
propégulos foram imersos em solugdo de hipoclorito de sédio a 2,5% durante 10 minutos
seguido de triplice enxague. Este protocolo foi estabelecido para este projeto uma vez que ndo

existem protocolos para a espécie na literatura, sendo o teste realizado com diferentes
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concentragdes até o estabelecimento de concentragdo minima sem injurias ao meristema apical

e radicular.

Mhuracicio de Conceigho da Barra| = ]
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Figura 1: Foz natural do rio Itainas, Conceicdo da Barra (ES)

Ap6s a assepsia, 0s propagulos foram numerados aleatoriamente para
acompanhamento individual durante as diferentes etapas deste projeto. Apds numeracao,
tiveram seu comprimento obtido por meio de trena calibrada (Starrett) e seu peso fresco (g)
aferido em balanca analitica com precisdo de 0,001g (AL500C, Marte). Em experimentos in
situ, Souza et al (2003) observaram que o estabelecimento dos propagulos de R. mangle ocorre
independentemente do tamanho, porém individuos maiores cresceram mais rapido. Procurando
evitar a interferéncia do tamanho na taxa de crescimento dos propagulos neste experimento,

estes foram padronizados sendo classificados quanto ao tamanho.

Desta forma, foram utilizados no experimento os propagulos com maior comprimento
entre os coletados e selecionados, ou seja, aqueles distribuidos no intervalo de 15 a 32 cm,
sendo respeitada uma amplitude de variacdo do comprimento em 4 c¢cm por bloco. Os

remanescentes e aqueles que se encontravam fora desta faixa de tamanho foram levados a
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estufa bacterioldgica a 60° C (MBSSA11L, Fortinox) até obtengdo de peso constante e estes
dados foramutilizados para a determinagdo de equacdo de regressdo de forma a permitir a
utilizacdo da relacdo entre massa fresca e massa seca como referencial para avaliar a

incorporacao de biomassa das plantulas no final dos tratamentos.
3.2 Desenho experimental e meio de cultivo

O delineamento experimental foi definido em blocos casualizados (DBC), distribuidos
em cinco tratamentos (controle mais quatro concentracdes distintas de Fe ou Al), com sete
repeticdes por concentracdo, resultando em 35 parcelas experimentais. Cada parcela

experimental continha quatro propagulos totalizando 140 propagulos (Figura 2).

Bloco 1 Bloco 2 Bloco 7

Figura 2: Esquema ilustrativo para demonstrar a distribui¢do dos propagulos de R. mangle nos vasos para
cultivo (parcelas) e sua disposi¢do em blocos casualizados nas bancadas no interior da casa de vegetacéo.

Os propagulos foram cultivados em casa de vegetacéo situada no campus da UFES em
Sao Mateus (CEUNES), em recipientes (vasos) plasticos com as seguintes dimensdes: 49 cm
de altura, 20 cm de largura, com capacidade maxima de 20 litros (19,6 L). A técnica de cultivo
empregada foi a hidroponia sendo utilizada para cada amostra 10 L de solucéo de Hoaglad e
Arnon (1950) a meia forga, sendo o pH da solugdo ajustado a 6 considerado adequado para
assimilacdo de nutrientes e para garantir o melhor desenvolvimento das plantulas. Pelo fato das
plantas serem classificadas como hal6fitas (TOMLINSON, 1986) foram adicionados a solugdo
14,61 g/L* de NaCl por litro de solugdo (Apéndice 1) resultando numa concentragdo salina de

20 ppm. Esta etapa de cultivo foi mantida durante 84 dias (i. e., de fevereiro a maio 2019) com
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o0 surgimento do primeiro par de folhas, apds expansdo dos cotilédones do embrido. A partir
desta etapa, foi considerado que os propagulos j& eram capazes de autossustentacdo, nao
dependendo mais das reservas contidas no hipocétilo passando entdo a denominar 0s
individuos de plantulas. Este procedimento foi adotado em funcéo dos estudos in situ realizados
por Lima et al. (2018) no rio Itatinas que identificou o sucesso de desenvolvimento a partir de
trés meses de implantagdo dos propagulos. Transcorrido esse tempo, as solu¢des foram trocadas
e os tratamentos implementados. O experimento foi monitorado por 270 dias sendo 190 destes

com as plantulas cultivadas nos tratamentos (Figura 3).

Fim do experimento
Propagulos maduros

de Rhizophora mangle

1
| Nl \KLA
v A
N QW/ Y
! W 4
|\] |"J!/r /
[ ¥/ 4»\< | -
L ') -~
V pos 190 dias
de cultivo nos
tratamentos
\ Y VY /
Inicio do experimento (0 dias) Inicio dos tratamentos (80 dias)

\

270Ydias
Figura 3: linha do tempo experimental

Serd empregada a nomenclatura experimento para identificar todo processo desde o
inicio do cultivo com os propagulos e o termo tratamento sera utilizado para indicar os
processos que ocorreram apoés a introdugdo do Fe e Al, nos cultivos. O termo desenvolvimento
envolve a aquisicdo de biomassa seja na forma de folhas ou de raizes e a denominagéao
crescimento serd empregada para estimar o ganho em altura dos individuos ja na fase definida

como plantulas.
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CAPITULO 1:

Efeito do ferro na morfofisiologia em plantulas de

Rhizophora mangle L.

Resumo

Ferro (Fe) é um elemento essencial e sua deficiéncia e excesso tem efeitos negativos
no crescimento e fisiologia das plantas. Os metais traco estdo entre os principais poluentes de
origem antropica que atinge o ecossistema manguezal. Este trabalho teve como objetivo
analisar os efeitos morfologicos e fisioldgicos do excesso de Fe em plantulas de Rhizophora
mangle L. em condig¢Oes de cultivo ex situ. As plantulas previamente estabelecidas, foram
transferidas para meio de cultivo contendo 45 (Controle); 135; 225; 270 e 315 umol L " de Fe,
os individuos foram cultivados por 190 dias. O excesso do ferro levou a uma menor
incorporacdo de biomassa, afetando sobre tudo a produgéo foliar no tratamento com maior
concentracéo de Fe (315 umol L %), levando em consideracdo a taxa de crescimento apés 190
dias de exposi¢do ao excesso do metal ndo houve diferenca significativa entre o controle e 0s
demais tratamentos, mas é possivel observar uma tendéncia ao aumento do crescimento nas
concentracdes intermediarias ( 225 e 270 umol L) e regressio do mesmo na maior
concentracdo ( 315 pmol L™). Foram observadas reducdes na assimilacdo do carbono e
condutancia estomatica nas maiores concentragfes. O excesso do Fe na solu¢do aumentou a
sua concentracdo na biomassa vegetal. A analise integrada dos fatores ecologicos e fisiolégicos
sdo complementares sendo considerados bons indicadores para analise de toxidez do Fe, sendo
as maiores inibicdes observadas nas maiores concentragdes. As plantulas cultivadas na maior
concentragdo (315 umol L*) apresentaram uma reducdo na producdo foliar e em todos os
parametros fisiol6gicos, com excecdo da Ci (vpm). A espécie mostrou uma grande resiliéncia
em lidar com o metal acumulando a maior parte nas raizes, protegendo assim o aparato

fotossintético.

1. Introducéo

A poluicdo por metais trago nos manguezais vem sendo alvo de diversas pesquisas no
mundo. Sendo esta contamina¢do uma preocupacdo haja vista que esses elementos podem ser

captados, armazenados na biomassa ou adsorvidos nas raizes e, posteriormente, transferidos

22



promovendo a biomagnificacdo dos metais ao longo da cadeia alimentar gerando toxicidade
para a biota com o aumento da concentracdo (COIMBRA, 2003; CARDWELL et al., 2013;
NICA et al., 2012), com isto, os problemas sdo amplificados nos predadores de topo, onde se
inclui o homem. A funcionalidade do manguezal em reter estes elementos no sedimento,
possibilitando ao sistema agir como um filtro sedimentar e depois biolédgico, torna-se um fato
preocupante uma vez que outros tensores impostos ao ecossistema podem disponibilizar estes

metais ja inertes no sedimento ou acumulados na biomassa vegetal.

Muitos destes metais sdo considerados como elementos nutritivos necessarios as
plantas, como é o caso do Ferro (Fe) sendo inclusive mineral abundante na crosta terrestre.
Como nutriente essencial para as plantas, este elemento estd envolvido em processos
fundamentais como fotossintese, respiracdo celular, metabolismo do nitrogénio e na sintese de
DNA e de hormonios (BRIAT e LOBREAUX, 1997; BECANA et al., 1998; ROUT e SAHOO,
2015). Em condicdes nutricionais normais, o teor de Fe nas plantas em geral varia de 0,05 a
0,25 mg g ' (MARSCHNER, 1995). No entanto, quando a concentragdo interna deste elemento
em nivel celular excede o limiar méximo, esta passa a exercer efeitos citotoxicos
(APPENROTH, 2010).

O ferro total presente no solo estd em sua maior parte na forma oxidada (Fe3*), ndo
sendo prontamente absorvida pelas plantas (FAGERIA et al., 1990). Portanto, apesar de
abundante na crosta, nem sempre este elemento esta biodisponivel. Desta forma, para absorver
o ferro, a estratégia comum desenvolvida entre dicotileddneas e monocotileddneas ndo-
gramineas envolve processos de acidificacdo do solo. Isto é feito pela extrusao de prétons por
meio das ATPases presentes nas células epidérmicas radiculares (HELL e STEPHAN, 2003)
que ao liberarem os prétons de H* captam elétrons provenientes do ferro. A acidificacdo do
meio aumenta a solubilidade do ferro na rizosfera e, consequentemente, na reducdo do Fe3+
oxidado para a forma soltuvel Fe 2* (KIM e GUERINOT, 2007). Mas este processo nos
manguezais SO ocorre na presenca de oxigénio (TWILLEY e RIVERA-MORROQY, 2009), isto

é, nas camadas superficiais do sedimento ou mais profundas em solos arenosos.

O ciclo do ferro nos manguezais esta intimamente ligado aos ciclos do carbono e do
enxofre (ALONGI et al., 2005) haja vista a enorme concentracdo de matéria organica neste
ambiente, tanto autdctone quanto aléctone. Quando em excesso no sedimento, o ferro pode
interferir no crescimento das plantulas alterando a capacidade de armazenamento de nutrientes.
Uma das consequéncias € dificultar a disponibilidade de fésforo proveniente do sedimento,

outra é a precipitacdo de ferro como sulfetos de ferro o que pode favorecer o potencial de
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toxicidade destes elementos (ALONGI, 2010) tanto para as plantas quanto para a biota no

sedimento.

A toxidez por ferro para 0s organismos pode ocorrer por meio da absorcao e acimulo
excessivo nos tecidos ou por meio da sua precipitacdo sobre as raizes, formando uma crosta de
Oxido férrico que altera a absor¢do de outros nutrientes como o fésforo, potassio e zinco
(HOWELER, 1973). Os sintomas desta deficiéncia nutricional incluem atrofia da planta,
reducdo das brotagdes, folhas alaranjadas, além de raizes cobertas por uma camada vermelha
de ferro oxidado (VALH, 1991). Em situagdes de acumulo excessivo de ferro nos tecidos,
ocorre a potencializagdo de estresse oxidativo, com aumento na producao de espécies reativas

de oxigénio (ROS) comprometendo o desenvolvimento dos individuos (WU et al., 2014).

As arvores de mangue possuem adaptagdes morfologicas e ecofisioldgicas que em
conjunto as tornam estrutural e funcionalmente como organismos Unicos entre as plantas
terrestres. Dentre estas adaptacdes anatémicas, fisioldgicas e ecoldgicas, pode-se destacar a
presenca de raizes aéreas (de diferentes morfologias), embriGes viviparos (TOMLINSON,
1986), mecanismos de disperséo de propagulos feita pelas marés, rapidas taxas de producgéo de
dossel, auséncia frequente de um sub-bosque, retencdo de nutrientes na biomassa estrutural e a
capacidade de lidar com o sal (ALONGI, 2002).

Tendo em vista as caracteristicas geomorfoldgicas, fisicas e quimicas do ambiente
onde ocorrem estas espécies, 0 estresse fisioldgico € quase uma constante nos manguezais.
Diversos estudos investigam estas diferentes fontes de tensores para as plantas, entre eles se
destacam aqueles voltados para avaliacbes do efeito da variacdo de salinidade (BALL, 2002;
LOVELOCK et al., 2006), da disponibilidade de nutrientes (MCKEE, 1995; FELLER et al.,
2002), dos efeitos da alta intensidade de luz (MCKEE, 1995), das consequéncias dos
sedimentos anoxicos sobre o desenvolvimento (MCKEE, 1996) e da polui¢do causada por
diferentes tipos de metais (ALONGI, 2010; CHENG et al., 2012; MEJIAS et al., 2013;
ARRIVABENE et al., 2016). A avaliacdo do efeito dos metais traco sobre as espécies de
mangue geralmente é focada nas consequéncias sobre o crescimento, na modificagcdo da

anatomia, no acimulo destes metais e na sua translocacao entre os tecidos vegetais.

Existem diferentes técnicas e métodos para se avaliar o efeito dos tensores sobre o
crescimento e desenvolvimento dos mangues, como alguns deles aplicados nos estudos
descritos acima. Apesar de serem ferramentas ndo invasivas, a avaliagdo da fluorescéncia da
clorofila a e a analise de trocas gasosas séo pouco utilizadas para elucidar os efeitos dos metais
traco nas espécies de mangue. A primeira técnica fornece respostas provenientes das reacées
fotoquimicas da fotossintese com informagdes acerca da estrutura e do funcionamento do
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fotossistema 1, dos centros de reacdo (CR) e do transporte de elétrons entre os fotossistemas
Il e | que podem explicar desvios de energia do processo luminoso resultando em menor
eficiéncia fotossintética (FALQUETO et al., 2008; LOPES et al., 2019). A técnica da
assimilacéo fotossintética e a eficiéncia no uso da agua vem sendo aplicada, principalmente,
em estudos relacionados ao estresse hidrico e salino cujo diagndstico de dano também é
imediato (NAIDOO et al., 2002; PASCOALINI et al., 2022).

A fase de plantula, isto é logo ap6s a sua implantacdo no sistema, é considerada a mais
vulneravel no ciclo de vida das plantas no manguezal (JIMENEZ et al., 1985). Durante esta
etapa, o individuo esta mais susceptivel a danos causados por pragas, insetos, entre outros
grupos de organismos, além disso, o estresse hidrico pode, rapidamente, mostrar-se prejudicial
(RAVEN et al., 2014). Estes fatores externos aleatorios associados aos tensores naturais ja
existentes no ambiente podem induzir rapidamente o consumo das reservas dos cotilédones
antes do individuo ter condi¢des de nutricdo sozinho. Além dos fatores externos que podem
interferir no desempenho das plantulas (salinidade, luminosidade, temperatura, anoxia,
geomorfologia, entre outros), 0 seu sucesso no ambiente também sera influenciado pelas
diferencas intrinsecas dos individuos (MCKEE, 1995).

Por ser um micronutriente essencial para plantas, o Fe esta diretamente envolvido na
fotossintese, respiragéo, fixacdo de nitrogénio, sintese hormonal e manutencéo do cloroplasto
(HANSCH e MENDEL, 2009). Apesar de ser fundamental para o bom desenvolvimento
vegetal, ainda ndo hd uma compreensdo de quais sdo os efeitos do excesso de Fe sobre o
crescimento e a assimilagdo de carbono? Mediante os estudos que relacionam os nutrientes
necessarios para o desenvolvimento das plantulas de mangue e diante dos processos de
acmulo de metais nos ambientes estuarinos e costeiros, este trabalho tem como objetivo
avaliar o efeito do Fe no desenvolvimento e na fisiologia de plantulas de R. mangle em
condigdes de cultivo ex situ. Tendo como hip6tese que em altas concentracdes, o ferro ird afetar
a capacidade fotoquimica das plantulas de R. mangle acarretando na reducdo do

desenvolvimento e crescimento das plantulas.

2. Metodologia

As etapas descritas abaixo ocorreram posteriormente aquelas descritas na metodologia

geral desta tese (Capitulo 1). Por ocasido da elaboragdo dos artigos serdo repetidas.
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2.1 Implementacéo do ferro

Para avaliar o efeito do excesso de ferro no desenvolvimento e na fisiologia das
plantulas de R. mangle, aquelas previamente estabelecidas no periodo de adaptacdo, foram
aleatorizadas de acordo com os tratamentos definidos por diferentes concentragdes de ferro.
Para isto foram selecionadas 28 amostras com suas respectivas réplicas para o desenvolvimento
desta etapa do estudo (Figura 1A-B). Os meios de cultivo existentes foram trocados para todas
as amostras sendo, entdo, adicionadas a solucéo nutritiva de Hogland e Arnon (1950) diferentes
concentracdes de Fe na forma de cloreto de ferro (FeCls). Isto resultou nos seguintes
tratamentos, baseados na concentracdo final de Fe: (1) - 45 umol L * (Controle); (2) - 135 pmol
L % (3) - 225 umol L %; (4) - 270 umol L ;e (5) - 315 pmol L * de Fe (Figura 3C-D), sendo

0 pH da solucéo ajustado a 5,5 £0,2.

O Fe é um micronutriente essencial para o desenvolvimento vegetal (BECANA, 1998)
e sua auséncia na solucéo faria com que as plantulas apresentassem sinais da deficiéncia do
micronutriente. Desta forma, o tratamento controle recebeu a concentragdo de Fe sugerida na
literatura (Hoagland e Arnon, 1950) para ndo haver interferéncias na comparacdo entre 0s
resultados do desempenho fotossintético, principalmente, no que diz respeito a fluorescéncia
da clorofila a. Assim, a concentragdo do elemento no tratamento controle é a recomendada, ou
seja, 45 umol L . As demais concentracOes deste elemento nos tratamentos foram formuladas
com base em experimentos prévios realizados com as espécies de mangue (ALONGI, 2010;
ARRIVABENE et al., 2016).
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Figura 1: Cultivo das plantulas de Rhizhopora mangle L. em solugdo nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950) a meia forca com diferentes concentracdes de ferro, vasos possuem volume de 20L. A: Instalagdo do
experimento (fevereiro de 2019) na casa de vegetagdo B: Distr: Distribui¢do dos propagulos em blocos (fevereiro
2019). C: Plantulas de R. mangle apos 95 dias de cultivo (junho 2019 D: Distribuicdo das plantulas de R. mangle
nos tratamentos contendo diferentes concentracdes de Fe aos 95 dias de cultivo (junho 2019).

2.2 Dados Morfolégicos

O experimento foi monitorado quinzenalmente durante 270 dias (i.e., de fevereiro a
dezembro de 2019) sendo avaliado em todos os individuos o surgimento de folhas, de raizes e
o0 incremento em altura (cm) para acompanhar o desenvolvimento das plantulas (nas réplicas
em cada parcela de tratamento). Houve acompanhamento do desenvolvimento por meio de

fotografias digitais obtidas por celular e cAmera fotografica (Nikon).

A cada monitoramento quinzenal, o nimero de folhas era obtido por contagem manual
e individual em cada plantula partindo do epicétilo em direcédo ao hipocétilo, isto ¢, das folhas
novas para as mais velhas. N&o foi possivel estimar a queda de folhas por tratamento, uma vez

que 0s vasos estavam proximos inviabilizando a identificagdo da origem.

O comprimento do epicotilo das plantulas era obtido individualmente com o auxilio de
paquimetro digital (King Tools £ 0,01mm), registrado em unidades de milimetros e convertidos

a centimetro em planilhas do Excell® em cada avaliacdo. A referéncia para manter o ponto zero
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de medic&o foi a marca da transicao entre o hipocétilo e epicétilo e, a partir deste, media-se até
0 apice da maior ramificacdo. Além do crescimento do epicétilo, foi estimado, mensalmente,
o comprimento (cm) e a largura (cm) das folhas. Segundo Schaeffer-Novelli e Citron (1986),
medidas da biometria foliar (comprimento e largura) sdo boas indicadoras do desenvolvimento
das espécies de mangue, pois a reducdo da superficie foliar sugere alteracdo no seu

desenvolvimento.
2.3 Taxas de Crescimento

As medidas foram empregadas para determinar a taxa de crescimento (TC) que €
calculada pela formula: TC = AC/AT. Onde AC corresponde a variagao da altura (em cm) e AT
(tempo em dias) refere-se ao intervalo entre as observagdes. A taxa de crescimento relativo
(TCR), diferentemente da TC, leva em considera¢do o peso dos individuos, sendo balizada
como: TCR = [(In Psl1- In Ps2) / (Ti-Tf)]; onde Psl e Ps2 correspondem, respectivamente, ao
peso seco em gramas do individuo no inicio e ao final do experimento, isto é, em Ti e Tf
(MCKEE,1995). O peso seco inicial (Ps1) foi obtido com base nos 217 propagulos que nao
foram utilizados no experimento. A massa seca destes propagulos foi utilizada na elaboragdo
da curva de regressdo para correlacdo com os propagulos do experimento.

2.4 Parametros fisiolégicos.

A fluorescéncia transiente da clorofila a e a assimilagdo de carbono foram avaliadas ao
final do experimento (Figura 2 A e B) e correspondem aos parametros fisiolégicos que vao
identificar a eficiéncia do individuo na utilizacéo da agua, nutrientes e luz para a elaboragéo de
biomassa liquida. Tendo em vista que todas as réplicas estavam sob mesmas condicoes
ambientais (i. e., luz, nutrientes e temperatura), espera-se que as diferencas observadas nestes
parametros entre 0s tratamentos representem a interferéncia do elemento em maior

concentracao na solucdo, neste caso, o ferro sobre a producédo primaria liquida.

Inicialmente, a fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida ao final do
experimento, isto é, apds terem transcorridos 190 dias de cultivo a contar do inicio dos
tratamentos com adicdo de ferro na solucdo de hidroponia contendo as plantulas ja
estabelecidas. As medidas foram feitas de forma aleatéria em 14 folhas por tratamento (cada
um deles continha 7 amostras com quatro réplicas) sempre na segunda folha totalmente
expandida contada a partir do apice do epicétilo. Esta recomendagcdo é feita para padronizar a

idade das folhas entre si, isto &, todas sdo maduras e sdo as mais novas no individuo.

As folhas foram previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos (FALQUETO et al.,

2008) utilizando clipes foliares (Hanstech) para a oxidagdo completa do sistema fotossintético
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(STRASSER et al., 2000). Os transientes foram induzidos com 1s de iluminag&o por um pulso
de luz saturante com intensidade maxima de 3000 umol (fétons) m 2~ em uma éarea foliar de
4 mm de diametro utilizando-se para isso fluorémetro portatil (Handy PEA, Hansatech
Instruments Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK). Nao foi realizado o censo, i. e., amostragem de
todas as folhas expandidas para evitar danos ao individuo, uma vez que os clipes acabam

sobrecarregando o peciolo foliar por excesso de peso.

A partir da curva de fluorescéncia transiente OJIP, o teste JIP foi avaliado com base na
Teoria de Fluxo de Energia em Biomembranas (STRASSER et al., 2000; 2004) considerando-
se 0s parametros citados no apéndice 2. Estes parametros permitem avaliar os efeitos do tensor
(contaminante, neste caso) sobre os transportes de elétrons e sobre a elaboracgéo dos centros de
reacOes luminosas associados aos pigmentos antena. Os resultados obtidos vao colaborar no
entendimento sobre as consequéncias do aumento da concentracdo de Fe nos processos

luminosos da fotossintese.

A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A umol m?s?) e a concentracdo de CO,
intercelular (Ci vpm) foram obtidas utilizando o sistema portatil ADC, modelo LCi (ADC,
BioScientific Ltd. Hoddesdon, England), denominado de IRGA (Infra Red Gases Analyser).
Para esta andlise, as leituras foram realizadas durante o periodo da manha (entre 8 horas e 10 h
e 30 min), uma vez que se busca avaliar a assimilacdo das trocas gasosas apos o efeito inibidor
na assimilagdo causado pela baixa concentragdo interna do gas carbonico e antes do efeito
externo provocado pelo excesso de luz que pode acarretar em aumento da temperatura foliar e,
consequentemente, maior consumo de dgua (LARCHER, 2000; GURRENVITCH, 2009).

Esta analise permite avaliar o uso da agua (transpiracao) e as trocas gasosas nas plantas,
indicando processos relacionados aos tensores naturais (salinidade, temperatura e
luminosidade) ou o sinergismo destes com outros tensores, no caso, a concentragdo do ferro.
Os tensores naturais foram minimizados, uma vez que os tratamentos ocorreram sob condi¢des
similares, modificando-se somente o parametro a ser avaliado. Com isto, assume-se que 0s
tensores naturais vdo apresentar baixa variabilidade entre os tratamentos. Portanto, as
diferencas registradas sdo explicadas e interpretadas como resultantes da perda de energia
liquida das plantulas, uma vez que as plantas devem realizar ajustes nos seus processos de
assimilacdo para compensar as concentragcdes mais acentuadas do ferro (GURRENVITCH,
2009).

As medic¢es foram realizadas em cinco folhas (segundo par, intactas e completamente
expandidas) em cinco individuos, ndo foi realizado o censo, i. e., amostragem de todas as folhas
expandidas para evitar danos ao individuo. A cdmara do IRGA, mais ainda que o fluorémetro,
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sobrecarrega o peciolo foliar podendo quebra-lo por excesso de peso. As andlises fotoquimicas

foram realizadas no mesmo dia, sequéncia.

Figura 2: Plantulas de Rhizhopora mangle L. cultivadas por 270 dias em solucdo de Hoaglad e Arnon
(1950) com diferentes concentragdes de Fe. A: Emprego de IRGA (Infra-red Gas Analyzer) para avaliar as
assimilacdes das trocas gasosas, B: Folhas sendo adaptadas ao escuro com clipes foliares para aquisicdo da
fluorescéncia transiente da clorofila a

2.5 Concentracdo de Ferro

Ao final do experimento, as plantulas de cada tratamento foram separadas em dois
compartimentos, um contendo a parte aérea (caule e folhas) e outro somente a raiz. Asamostras
foram acondicionadas em sacos de papel, identificados de acordo com cada compartimento e
seu respectivo tratamento, sendo entdo levadas a estufa de circulagdo forgada (Fortinox SL
100) a 65 °C até peso constante. Em seguida, as amostras foram moidas em moinho tipo Wiley
(Marca Tecnal; modelo TE650/1) com peneiras de malha 20 micras e enviadas para analise
quimica para determinagdo da concentracdo de Fe no laboratorio de anélises agrondémicas
Fullin. A técnica utilizada foi espectrofotometria de absor¢éo atdmica (Thermo Scientific ICE
3000) pelo método de Malavolta et al. (1997).

2.6 Analise estatistica

Todos os dados bioldgicos obtidos neste capitulo foram analisados no periodo de
exposicdo ao contaminante (i.e., Ti = 95 a Tf = 270 dias). As avalia¢fes temporais (dias) para
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estimar o comprimento do epicétilo (cm) e producédo de folhas foram submetidas a técnica de
regressdo, para estimar o modelo de crescimento entre 0s experimentos. As taxas de
crescimento (TC) e de crescimento relativo (TCR), bem como, a incorporacdo de biomassa (B),
os parametros morfolégicos das folhas, parametros derivados do teste JIP e as trocas gasosas,
apos o teste de normalidade e de homocedasticidade, foram submetidas a analise de varidncia
ANOVA One-Way seguida pelo teste de Dunnett com significancia de 5%. Os testes
estatisticos foram aplicados utilizando os softwares GENES (CRUZ., 2016) e BioEstat 5.3
(AYRES et al., 2007).

2.7 Retirada do experimento.

As plantulas foram retiradas apés 270 dias do inicio do cultivo quando em fase
ontogénica de propéagulo e 190 dias apés a insercdo do ferro nas solucdes. Isto é, a partir da
definicdo dos tratamentos para avaliar o estresse causado por este elemento em distintas
concentracgdes na solucdo nutritiva. Com isto, as plantulas foram retiradas da casa de vegetagdo
e transportadas cuidadosamente ao laboratério de Ecologia (CEUNES-UFES) onde o
experimento foi desmontado para obtengéo dos dados de massa seca.

Cada réplica, por amostra e por tratamento, foi retirada dos vasos e lavada com &gua
destilada preservando-se todas as estruturas, isto €, raiz, caule e folhas. Este material comp®e
a amostra composta por tratamento considerando todas as réplicas da parcela e foram
etiquetados com base na numeracao da mesma. Apds este processamento inicial, cada amostra
teve suas réplicas divididas em quatro compartimentos: hipocétilo, epicétilo (ramos e caules),
raiz e folhas (Figura 3A e B). O corte para determinar o caule foi realizado acima da marca de
incisdo do fruto no hipocétilo e para raiz, logo acima da primeira emissao. Considerou-se como
biomassa caulinar a projecao do epicotilo e os ramos laterais, conforme observado na primeira

imagem da figura 3B.

Este material proveniente de cada amostra por tratamento foi pesado em balanca
analitica para obtencdo da biomassa fresca e seca, em gramas, por amostra e por concentracao
de ferro nos seus respectivos tratamentos. O objetivo deste procedimento foi verificar a
incorporacdo da biomassa em detrimento do crescimento somente, tornando mais eficiente a
avaliacdo do efeito do ferro sobre a producdo primaria liquida. Este material seco foi enviado
para analises da concentracdo do ferro por unidade de biomassa em cada compartimento,

permitindo identificar quais sdo 0s 6rgdos com maior concentragdo deste elemento.

Em relacdo ao hipocotilo que é a parte mais representativa dos propagulos, foram

estimados os didmetros da base, meio e ponta com auxilio de um paquimetro digital (Kingtools
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+ 0,01 mm). Estes dados serdo posteriormente correlacionados com o peso seco estimado do
material vivo. Medidas individuais das folhas, por amostra, foram obtidas para determinagéo
do comprimento (cm), largura (cm) e area foliar (cm2) com auxilio do scanner digital portéatil
(ADC modelo AM350). Estes dados servirdo para avaliar o efeito do ferro sobre a unidade de

area foliar.

Figura 3: Plantula (individuo) de Rhizophora mangle L. cultivada em solucéo nutritiva de Hoagland e
Arnon (1950) a meia forca. A: Imagem da plantula cultivada ao término do experimento, isto &, 270 dias no
tratamento controle (45 pmol L 1) B: Imagem mostrando a di divisdo dos compartimentos em epicétilo (ramos e
caule), folhas, hipocatilo e raiz.
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3. Resultados

3.1 Parametros morfoldgicos

Os propagulos de R. mangle provenientes do manguezal da foz do rio Itatnas (N =
497) apresentaram comprimento médio de 25,10 + 4,66 cm e peso médio de 16,41 + 6,49 g. O
peso médio seco dos propagulos (N = 217) foi 5,8 + 3 g. Apds sete dias de cultivo registrou-se
a emissdo das raizes para todos os cultivos. O epicétilo comecou a se desenvolver, em média,
no 27° dia e, em torno de 160 dias do inicio do experimento, foi observada estabilizacdo do
crescimento para todos os tratamentos, isto €, 73 dias ap06s a implantacéo do ferro (Figura 4 A).
O crescimento total do epicétilo foi avaliado ao final do experimento, sendo o0 menor (i. e., 9,91
cm) e maior (i. e., 10,87 cm) comprimento do epic6tilo foram observados para os tratamentos

com as concentragdes de 315 e 270 umol L " de ferro, respectivamente (Figura 4B).
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Figura 4: Comprimento (cm) do epicotilo das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em
solugdo de Hoagland e Arnon (1950) a meia forga. A: Comprimento (cm) do epicétilo ao longo 270 dias nos
diferentes tratamentos. B: Comprimento médio (cm) do epicétilo ao longo 270 dias nos diferentes tratamentos. B:
Comprimento médio (cm) do epicétilo ao final do experimento nas diferentes concentragdes de Fe (médias das
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avaliaces entre os 95 e 270 dias de cultivo). Médias seguidas pela letra a ndo diferem em relagdo ao controle
(45umol L 1) pelo teste de Dunett a 5 % de probabilidade.

As taxas de crescimento final (TC) variaram entre 0,27 a 0,32 (mm.d?) correspondendo
aos tratamentos 45 pmol L e 270 umol L 1, sendo o tratamento com maior concentracéo (315
umol L) apresentando crescimento similar ao controle (45 pmol L), Para taxa de crescimento
relativo (TRC), a menor (0,048) e maior (0,070) foram observados nos tratamentos 45
(controle) e 315 pumol L7, respectivamente (Figura 5B). As taxas de crescimento final e

crescimento relativo ndo apresentaram diferenca estatistica com rela¢&o ao controle.
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Figura 5: Taxas de crescimento das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivados em solucdo de
Hoagland e Arnon (1950) a meia forga. A: taxa de crescimento (mm ao dia **) das plantulas aos 270 dias nas
diferentes concentragdes de ferro; B: taxa relativa de crescimento avaliagdo comparativa entre as doses aos 270 dias
de cultivo. Médias seguidas da letra a ndo diferem do controle (45umol L 1) pelo teste de Dunnett a 5% de
probabilidade.
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Reducdes significativas do acumulo de biomassa em todos compartimentos foram
observadas nas amostras tratadas com 315 pmol L * Fe, sem efeitos significativos para os
demais tratamentos, com excecédo do incremento no hipocétilo em 270 umol L ** de Fe (Figura
6).
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Figura 6: Biomassa dos compartimentos raiz, hipocétilo, epicétilo e folhas das plantulas de Rhizophora
mangle L. cultivadas em diferentes concentracdes de ferro ao término do experimento.

Apesar de exibirem a menor TC (Figura 5A), as plantulas cultivadas no controle (45
umol L 1) apresentaram a maior TRC e maior producdo foliar média (Tabela 1) quando se
compara com as cultivadas na maior dose (315 pumol L ). Ao longo do experimento, as
plantulas da solucéo 45 umol L ! dobram em nimero enquanto aquelas no tratamento 315
umol L *declinam, indicando deficiéncia na aquisicdo de energia para a producéo de biomassa
que se reflete nas raizes e no epicotilo. Em relacdo a biomassa do hipocétilo, os dados sugerem
que houve maior consumo de reserva no tratamento com ferro a 315 umol L “tem relagdo ao

controle (45 umol L ).
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Ap6bs iniciar o cultivo sob diferentes concentracBes de Fe, as plantulas cultivadas no

Tratamento Controle mantiveram o nimero de folhas similar ao cultivo em solucéo inicial,

para todos os outros tratamentos houve perda de folhas ao longo do experimento. Apds 80 dias

de cultivo na presenca de Fe, as plantulas de todos os tratamentos, a excec¢ao das cultivadas em

315 pumol L 1, mantiveram o mesmo nimero de folhas comparado ao Controle.

Tabela 1: NUmero médio de folhas por tratamento das plantulas de Rhizophora mangle

L. cultivadas em solucdo de Hoagland e Arnon (1950) em diferentes concentracdes de ferro.

Tempo de cultivo (dias)

Concentragéo de Fe, em umol L !

Inicio do experimento Inicio dos tratamentos 45 (controle) 135 225 270 315
80 0 5.70a 6.27a 8.65a 5.75 7.11
95 15 5.00a 4.47a 4.87a 5.17a 4.83a
110 30 5.89a 5.44a 5.79 5.60a 5.56a
130 50 6.66a 5.80a 6.76a 7.59a 6.13a
145 65 8.37a 7.61a 7.51a 8.30a 6.64a
160 80 8.72a 8.09a 7.31a 8.53a 6.56
190 110 8.81a 8.30a 7.51a 8.07a 5.76

220 140 8.67a 8.34a 7.54a 7.96a 5.46
250 170 9.47a 9.14a 7.69a 7.99a 5.46
270 190 10.00a 9.96a 7.41a 8.14a 5.46

Médias dos tratamentos com diferentes doses de ferro seguidas da letra a, ndo diferem do controle (45 pumol L *de ferro) a 5% de

probabilidade pelo teste de Dunnett
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Ao avaliar a producéo foliar ao longo do tempo, apds o inicio dos tratamentos observou-se que
as plantulas cultivadas nas menores concentragdes (controle e 135 umol L de Fe) mantiveram
a produgio foliar. Plantulas cultivadas em concentragdes intermediarias (225 € 270 pmol L Fe)
estabilizaram o nimero de folhas. Para plantulas cultivadas em 315umol L de Fe, observou-se
aumento na producdo foliar seguido de perda, para esses individuos, diferentemente das
plantulas cultivadas em concentracdes intermediarias, ndo foi observada estabilizacdo da

producdo foliar (Figura 7).
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Figura 7: Producédo foliar ao longo do tempo das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em
diferentes concentraces de ferro.

Com relacdo aos parametros foliares avaliados, as plantulas cultivadas na maior
concentracdo apresentam o menor comprimento (7,13 ¢cm), largura (3,26 cm) e relacdo C/L

(2,22 cm). Os maiores valores foram observados no tratamento 270 umol L - (Figura 8). Ainda
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que ndo haja diferenca significativa entre as areas foliares individuais totais ao se contabilizar
o nimero de folhas e a area individual de cada uma delas, o tratamento controle (45 pmol L 1)
possui maior area disponivel para assimilar radiagdo luminosa. A menor &rea total disponivel

para a luz foi do tratamento 315 pmol L .
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20,00 Hm
m 225pmol L -
270umol L -
15,00
® 315 pmol L -
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Comprimento Largura (cm) /L Area foliar
{cm) {cm?)

Figura 8: Parametros foliares das plantulas de Rhizophora mangle L. aos 270 dias de cultivo em diferentes
concentracdes de ferro. Médias seguidas pela letra a ndo diferem do controle (45 umol L 1) pelo teste de Dunett a
5% de probabilidade.

3.2 Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas.

As plantulas de R. mangle quando submetidas aos tratamentos com ferro em cultivo ex
situ, independentemente das concentragdes utilizadas, mantiveram-se fotossinteticamente
ativas, apresentando curvas OJIP com aumento polifasico caracteristico (Figura 9A). Apds 190
dias de cultivo com o Fe, foi observada a formacéao da banda K (estabelecida ao 0-2 ms), sendo
mais expressivas (maior amplitude) nas amostras cultivadas em 270 e 315 umol L " de Fe
(Figura 9B).
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Figura 9: Fluorescéncia transiente da clorofila a Rhizophora mangle L. cultivada em diferentes
concentracgdes de Ferro. A: curva polifasica de emissao da fluorescéncia da clorofila a; B: variacdo da banda K (0,2
ms) ou AVOIJ estabelecida entre 0 ¢ 2 ms, a partir da dupla normalizagdo AVOJ = [VOIJ (controle) — VOJ
(tratamento)], onde VOJ = (Ft — FO) / (FJ — FO).

Os parametros de fluxo especifico de energia extraidos do teste JIP evidenciaram que
as plantulas cultivadas em solugdo contendo concentragdes de 270 e 315 umol L * de ferro
exibiram aumento na fluorescéncia maxima (Fm) Fluorescéncia variavel (Fv). Em relagdo aos
valores dos fluxos de energia especificos por centro de reacdo (RC), verificou-se uma

diminuicdo da absorcdo (ABS/RC) para os individuos cultivados com 270 pumol L * Fe.
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Entretanto, o aprisionamento e transporte de elétrons e dissipagéo de calor (TRo/RC, ETo/RC
e, Dlo /RC, respectivamente) por centro de reacdo ndo diferiram significativamente em funcédo
das doses de Fe (Figura 10), indicando que o Fe ndo interfere na transferéncia de elétrons entre
os dois fotossistemas. Apesar de ser observado uma diminuicéo nos indices de desempenho Pl
(ass) € Pl (roraL) a partir da dose de 225 umol L * Fe, ndo houve diferenca significativa para

tais parametros (Figura 10).
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TRo/RC ns ABS/RC*

Figura 10: Parametros fotoquimicos derivados do teste JIP em plantulas de Rhizophora mangle L.
cultivadas sob diferentes doses de ferro. Médias seguidas por (*) sdo estatisticamente diferentes ao controle (45
umol L - de ferro) pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade. Todos os parametros do teste JIP foram normalizados
com relagdo ao controle (45 pmol Fe =1). ns= ndo significante.

As andlises referentes as trocas gasosas identificaram que o aumento da concentragdo
de Fe nos cultivos provocou efeitos distintos sobre os parametros avaliados (Figura 11 A-D).
E possivel observar que até a concentragio intermediaria de 225 pmol L  de Fe houve aumento
na assimilagdo (A umol m? s?t), entretanto, a partir deste tratamento o excesso do Fe acarretou
em redugdo da A (umol m? s?). Resultado similar é observado para a eficiéncia instantanea de
carboxilagdo (A/Ci pumol m™s?) e para condutancia estomatica (gs- mol m?2 s?1). Em
contrapartida, 0 aumento da concentracdo do Fe ndo afetou a concentracdo interna de CO,.0
valor das concentracGes maximas foi calculado para estimar o ponto em que o aumento do Fe
na solucéo levou a reducgdo dos parametros avaliados. Os valores de A pmol m2s?, A/Ci e gs-

mol m-2%! foram respectivamente 148, 125 e 162,5 umol L de Fe.
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Figura 11 : Valores das trocas gasosas em plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em diferentes
doses de ferro (Fe). A: taxa de assimilagdo liquida de carbono B: eficiéncia instantanea de carboxilagdo C:
concentracao interna de CO, D: Condutancia estomatica.

3.3 Concentracdo de Ferro

A concentragdo de Fe nos compartimentos aereo e radicular foi medida ao final dos

experimentos, ap6s 270 dias de cultivo. Observou-se uma relagdo direta entre o acumulo de

metal na biomassa vegetal em decorréncia do aumento da concentracdo de Fe na solucéo de

cultivo (Figura 12). Para todos os tratamentos, as raizes apresentaram maior bioacumulagéo de

Fe quando comparadas as concentracdes na parte aérea da muda. Nao houve diferenca

estatistica entre o controle e os demais tratamentos considerando a parte aérea, mas foi

observada diferenca estatistica para as raizes. O maior e o menor acumulo de Fe foram

observados no tratamento 270 pmol L ** e no controle (45 umol L), respectivamente.
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Figura 12: Concentragdo de ferro na parte aérea e na raiz em plantulas de Rhizophora mangle L. cultivada
em solucdo nutritiva (Hoagland e Arnon,1950) em diferentes doses de ferro. Médias seguidas da letra a ndo diferem
do controle (45 umol L - de ferro) pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade.

4 Discussao

Apos o inicio do cultivo foi observado rapido crescimento inicial das plantulas nos
primeiros trés meses. Esse padrdo de crescimento foi semelhante ao encontrado por (BALL,
2002) em experimento ex situ e na avaliacdo de crescimento realizado por (LIMA et al., 2018)
in situ. Os autores também observaram um declinio e/ou estabilizacdo da taxa de crescimento
conforme observado no presente trabalho, o que atesta como o desenvolvimento esperado para

as plantulas de R. mangle.

O Fe é um micronutriente essencial para todas as plantas (ROUTH e SAHOO, 2015),
incluindo as espécies de mangue. Este metal estd diretamente envolvido na fotossintese,
respiracdo, fixacdo de nitrogénio, sintese hormonal e manutengéo do cloroplasto (HANSCH;
MENDEL, 2009). Ap6s 180 dias de exposicdo ao Fe, as plantulas ndo apresentaram diferenca
significativa da taxa de crescimento em relacdo ao controle. Resultados semelhantes foram
observados em plantulas de diferentes espécies de Rhizophora cultivadas sob outros tipos de
estresse, luminoso, nutricional e salino (DANGREMOND:; FELLER; SOUSA, 2015; MCKEE,
1995). O comprimento do epicétilo também ndo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos. Esse resultado difere de (ALONGI, 2010), que avaliou o efeito do Fe em cinco
espécies de plantulas de mangue. O autor observou que as espécies da familia Rhizophoracea

tiveram o crescimento do epicétilo afetado apenas em doses muito elevadas do metal.
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Embora a presenca de Fe ndo tenha comprometido o crescimento inicial das plantulas
de R. mangle, em altas concentracdes deste metal (315 pmol L) houve um decréscimo no
namero de folhas. Aspecto interessante e que demonstra ajuste das plantulas ao aumento de
concentracdo, uma vez que houve queda das folhas imediatamente apOs a alteracdo das
concentracdes na solucdo de Hoagland; somente o controle continuou com aumento
progressivo das folhas, como esperado para as condi¢des de nutrientes da solucdo. As
concentragdes abaixo de 315 pumol L ao longo do tempo recuperaram o nimero anterior e
permaneceram similares aos nimeros de folha do tratamento controle (45 pmol L), sugerindo

um ajuste das plantulas as novas condigdes.

Em condigdes naturais, a produtividade das florestas de manguezal est& controlada por
interacdes entre gradientes reguladores, gradientes de recursos e hidroperiodo (TWILLEY;
RIVERA-MONROY, 2009). No presente trabalho, o gradiente regulador salinidade foi
mantido similar para todos os tratamentos, incluindo o controle, os recursos luminosidade e
disponibilidade de 4gua foram similares, somente sendo alterado apds implanta¢éo do Fe com
nutriente em concentragdes distintas. O hidroperiodo foi mantido constante para todos os

tratamentos, podendo ser interpretado como um estresse similar a todos 0s experimentos.

Dangremond et al. (2015) observaram que plantulas de R. mangle ndo reduziram o seu
desenvolvimento com o aumento da salinidade. Este padrdo também foi observado por
(MCKEE, 1995) com plantulas submetidas ao estresse luminoso e nutricional, mostrando que
a espécie possui grande resiliéncia. Ao comparar desenvolvimento de trés espécies de mangue
sob estresse salino, Bompy et al. (2014) observaram que R. mangle ndo teve reducdo
significativa no numero de folhas e na producdo de biomassa quando comparada com L.
racemosa e A. germinnans. Segundo 0s autores esta resposta se deve a reserva energeética que
a espécie possui nos propagulos que faz com a mesma consiga investir no desenvolvimento
inicial. Desta forma, nossos resultados podem ser explicados a luz do modelo proposto por
Twilley e Riveira-Monroy (2005), onde os gradientes reguladores, como a salinidade,
inicialmente incrementam a aquisi¢do de biomassa e depois passam a ser dreno de energia
contribuindo para seu decaimento, cujo ponto de virada vai depender das estratégias das
espécies em relacdo ao sal (BALL, 1988). Por outro lado, o estresse causado pelo gradiente de
recursos (nutrientes) apresenta-se de forma negativa sobre a produtividade em menores
concentragdes, passando gradativamente com seu incremento a manter a produtividade

constante.

Considerando gue o Fe no manguezal funciona como um tensor para 0 ambiente, da

mesma forma que a salinidade, este estudo mostra que as plantulas de R. mangle possivelmente
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podem responder de forma similar ao estresse de metal no meio como salientado pela estratégia
adotada por esta espécie quando cultivada em concentragdes excessivas de Fe. Por ser um
elemento essencial, 0 aumento das concentracdes de Fe inicialmente estimula o crescimento e
desenvolvimento da plantula, porém, com o passar do tempo é possivel observar que em
concentracdes intermediarias parece existir um ajuste em relacdo ao tensor e, posteriormente,
adaptacdo e desenvolvimento. Os resultados de producdo média de folhas similar para todos o0s
tratamentos até o 145° dia reforcam a hip6tese de ajuste para as concentracdes mais elevadas
de Fe, entretanto, os efeitos em longo prazo do acumulo deste elemento pode ser percebido
pelo declinio da assimilacdo do carbono e pelo aumento da concentracdo de Fe nas raizes das
plantulas cultivadas na maior concentragdo de Fe (315 umol L. Estes resultados sugerem que
esta concentragdo pode ser o limiar da toxidez do ferro para a espécie haja vista que o
incremento em biomassa e a producdo foliar das plantulas cultivadas em 315 umol L™ foi

afetada pelo metal.

Em contrapartida & menor resposta em termos de crescimento e desenvolvimento das
plantulas frente a um estresse ambiental, os parametros fisioldgicos sdo uma fonte importante
de observacdo dos danos iniciais dos tensores sobre os individuos e colaboram com
interpretacdes que podem posteriormente explicar o declinio de uma populagdo ou comunidade
perante um impacto pontual agudo ou em contaminac@es cronicas ndo letais. Esta anélise
permite avaliar o uso da &gua (transpiracdo) e as trocas gasosas nas plantas, indicando
processos relacionados aos tensores naturais (salinidade, temperatura e luminosidade) ou o
sinergismo destes com outros tensores, no caso a concentracdo do Fe. Os tensores naturais sdo
minimizados, pois os tratamentos ocorreram sob condig¢des similares, conforme j& discutido.
Portanto, devem apresentar baixa variabilidade entre os tratamentos, sendo as diferencas
explicadas e interpretadas como resultado da perda de energia liquida das plantulas, uma vez
que Vvao realizar ajustes nos seus processos de assimilagdo para compensar as concentracdes
mais acentuadas do Fe (GURRENVITCH, 2009).

A biologia molecular é uma fonte importante de observagdo dos dados iniciais dos
tensores sobre os individuos e colaboram com interpretacdes que podem posteriormente
explicar o declinio de uma populagdo ou comunidade perante um impacto pontual agudo ou
em contaminages cronicas ndo letais. Em relacéo a fluorescéncia da clorofila a 0 aumento da
magnitude dos sinais de fluorescéncia desde um nivel basal (Fo) até um nivel maximo (Fm) com
pontos intermediarios J e | bem definidos indicam que as amostras estavam fotossinteticamente
ativas em todos os tratamentos (MEHTA et al., 2010).
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Apesar de se demonstrarem fotossinteticamente ativas, o ferro afetou o desempenho
fotoquimico das plantulas de R. mangle, havendo a formacgdo da banda-K para todos os
tratamentos sendo mais acentuada nas maiores concentracGes de ferro. De acordo com
Oukarroum et al. (2009), a analise da banda-K é uma boa referéncia para caracterizar distarbios
fisioldgicos em plantas. A banda-K aparece aproximadamente aos 0,3 ms (Figura 12B) e
expressa a atividade de doacdo de elétrons do complexo de evolugdo do oxigénio (CEQO) para
o FSII, que, por sua vez, compete com a doacdo de elétrons que ndo sdo provenientes da agua
(POLLASTRINI et al.,, 2017). Uma banda-K positiva, como observada em todos o0s
tratamentos, indica falta de integridade do CEO por instabilidade na evolucéo do oxigénio pelo
complexo manganés (MnsCaOs) como doador de elétrons para o FSII (GURURANI et al.,
2012). Valores positivos para a banda K podem indicar, ainda, um aumento no tamanho
funcional da antena associada ao FSII (YUSUF et al., 2010) bem como danos entre o lado
doador e aceptor do FSII, resultante do desbalanco entre o fluxo de elétrons do CEO para o
centro de reagdo e lado aceptor do FSII em direcdo ao FSI (STRASSER, 1997; CHEN e
CHENG, 2010). Expressdo da banda K positiva foi observada em pesquisas relacionadas ao
estresse causado por pesticidas (CHENG et al., 2014), efeito salino (YUSUF et al., 2010;
LOPES et al., 2019).

Os parametros do teste JIP derivados dos transiente OJIP podem ser usados para
caracterizar o comportamento/atividade do FSII, intersistema e FSI (STRASSER et al., 2004).
A fluorescéncia inicial (Fo) ndo apresentou aumento significativo, este resultado também foi
obtido por Macfarlane (2003) em estudos com A. marina sob diferentes concentracdes de zinco.
Contudo foi observado diminui¢do da fluorescéncia maxima nos tratamentos 270 e 315 umol
L™ de Fe, a reducéo da fluorescéncia méaxima pode indicar inibicdo no transporte de elétrons
do lado doador do FSII resultando acimulo da P680 e/ou diminui¢do do pool de quinona A-
(MEHTA et al., 2010). A reducdo da fluorescéncia méxima foi observada em espécies de
mangue sob estresse salino (PASCOALINI, 2019) e metais traco (MACFARLANE, 2003).

Entre os pardmetros avaliados e que normalmente diminuem em resposta ao estresse
causado por metais traco esta o FV / FM (¢ Po) (DAI et al., 2016; HUANG et al., 2019).
Normalmente, reducéo deste parametro induz aumentos na dissipacéo de energia (Dlo/ RC e @
Do). Para este estudo, as plantulas de R. mangle mostraram certa estabilidade e funcionalidade
do aparelho fotossintético, pois as plantas apresentaram valores de Py maiores que 0,74 e de
¢ Do menor que 0,27. Plantas consideradas livres de estresse fisioldgico normalmente tém
valores de @P entre 0,75 e 0,85 (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989).
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A fase I-P (30ms — 200ms) refere-se aos eventos de transferéncia de elétrons associados
ao FSI (SCHANSKER et al., 2003; REDILLAS et al., 2011). O excesso do Fe levou a reducéo
AVIP comparada com o controle. O AVIP esta relacionado com a transferéncia de elétrons do
FSII, a partir da plastoquinona reduzida, até a reducdo dos aceptores finais do lado aceptor do
FSI, isto é, ferredoxina, aceptores intermediarios e NADP (YUSUF et al., 2010), sendo as
maiores reducdes observadas nos tratamentos 270 e 315 umol L de Fe, declinio AVIP foram
observados em plantas sob estresse salino (YUSUF et al., 2010; LOPES et al., 2019).

Os individuos de R. mangle cultivados sob condi¢Bes ex situ com excesso Fe ndo
exibiram alteracGes do numero de RCs para absor¢do (RC/ ABS), indicando a auséncia de
estresse na faixa das concentracdes testadas. A pequena variacdo nos valores medios da
ETo/RC, pEo e YEo, pode estar envolvida no papel do ferro na planta, pois é um elemento

essencial na acepcao de elétrons participando na cadeia de transporte de elétrons.

Apesar de ndo serem estatisticamente significativas pode-se observar redugdo nos
indices de desempenho do FSII (Pl(ass) e Pl (toraL), Sobretudo nas concentragfes 270 e 315
umol Lt de Fe. A reducdo do Pl(aes) esta relacionada a eficiéncia de absorcéo, da captura e
transferéncia de energia pelo FSII, proporcionando uma visdo maior do efeito do estresse sobre
a eficiéncia fotossintética das plantas (GONCALVES e SANTOS Jr, 2005). Ja 0 Pl (roraL), por
medir o desempenho fotoquimico desde os fétons absorvidos pelo FSII até a redugdo dos
aceptores finais do FSI (OUKARROUM et al., 2015), é considerado como um dos parametros
mais sensiveis para medir a eficiéncia quantica do FSII (SMIT et al., 2009). Além disso, esta
intimamente relacionado com o resultado final da atividade produtiva da planta, como

crescimento e sobrevivéncia em condigdes de estresse (YUSUF et al., 2010).

Espécies de mangue sdo reconhecidas por apresentarem comportamento conservativo
da dgua perante ao estresse (BALL, 1988; BOMPY et al., 2014). A anélise das trocas gasosas
vem sendo aplicada principalmente em estudos relacionados ao estresse hidrico e salino cujo
diagnostico de dano é imediato (LOPES et al., 2019).

Neste estudo, o excesso de Fe levou a diminui¢do na taxa de assimilagdo liquida (A
umol m? s?). Esta resposta de reducéo da assimilagéo também foi observada em avaliagdes em
campo para a mesma espécie quando se comparou situacdes de diferentes salinidades
provocadas por gradiente salino ou por modificacBes na precipitacdo (LOPES et al., 2019;
PASCOALINI et al., 2019). Adamski et al. (2011) obtiveram resultados semelhantes onde o
excesso de Fe levou a redugido da A umol m s Para os autores, esta reducdo esta associada

a diminuicdo da capacidade de reducdo do NADH e na sintese de ATP.
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As pléntulas apresentaram uma reducdo em gs nas maiores concentragdes de Fe. A
reducdo da gs é uma das principais restricGes a fotossintese em plantas, limitando o influxo de
CO; nas folhas (ERICKSON et al., 2004). Contudo, apesar da reducdo destes parametros, nao
houve variagdo expressiva no Ci (vmp). Para (ALVES et al., 2011) uma menor A ndo deve ser
apenas associada com a menor entrada de CO. nas folhas, mas com alguma limitacdo
bioguimica na fixacdo de CO, dentro dos cloroplastos. O aumento da A pmol m? st e a

invariabilidade de Ci foram similares aos dados coletados em campo (RRDM, 2020).

O excesso do Fe acarretou a reducdo na eficiéncia instantanea de carboxilagédo (A/Ci
umol m? s?), que representa o aproveitamento do Ci para producdo de biomassa.
Frequentemente, alteracBes na fotoquimica foliar e o metabolismo do carbono estéo
relacionados a menor atividade da Rubisco e mudangas na capacidade de regeneragdo da
ribulose-1,5-bisfosfato (HISCOX e ISRAELSTAM, 1979). A reducéo na atividade da Rubisco
também foi relatada em plantas infestadas por patogenos (DEBONA et al., 2014; D'ADDAZIO
et al., 2020).

A combinagdo da redugdo da A (umol m? s?) e A/Ci (umol m? st) também foi
observada por Soares et al. (2015) em arvores de R. mangle gque se desenvolveram no extremo
latitudinal de distribuicdo da espécie, sendo considerada pelos autores restricdo fisiologica
causada pela temperatura ambiental.

Conclui-se que processos de estresse, naturais ou ndo, vao provocar diminui¢do na
eficiéncia da planta em utilizar a radiacdo luminosa para maximizar sua producéo de biomassa.
Estes tensores podem inclusive produzir perda de capacidade energética em sintetizar biomassa
aerea para o processo de assimilagdo até de raizes, inviabilizando a aquisi¢do de nutrientes.
Dois fatores observados nos experimentos com maiores concentrages de ferro e que se
corroboraram nas avaliacBes de curto prazo, isto €, imediatas como as trocas gasosas e as

emissoes de fluorescéncia da clorofila a.

A concentracdo de Fe nos tecidos vegetais acompanhou o aumento da disponibilidade
do mesmo na solucdo de cultivo, onde as raizes acumularam 75% do metal quando comparado
com a parte aérea. A principal fonte de absorcdo de metais trago pelas plantas é por meio das
raizes, embora outros tecidos também possam contribuir para este processo. A maior
concentracao de elementos tdxicos nas raizes de R. mangle é relatada na literatura (SOUZA et
al., 2014; ARRIVEBENE et al., 2016) para manguezais em areas poluidas por efluentes
domésticos, agricolas e industriais. Nossos resultados corroboram com os de Machado et al
(2005) que relatam o acumulo preferencial de Fe e Zn nos tecidos das raizes de R. mangle

suprimindo a translocacdo dos metais para as folhas.
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R. mangle é considerada uma espécie sal excludente, ou seja, ela evita a entrada de
guantidade consideravel de sodio e cloro ja em nivel de raiz (PARIDA e JHA, 2010) pelo
processo de ultrafiltracdo. Essa estratégia € apresentada por plantas menos tolerantes a
salinidade (SOARES et al., 2015; PARIDA e JHA, 2010). Estudos avaliam se 0s mecanismos
utilizados pelas espécies para a regulacdo do sal seriam 0os mesmos utilizados para 0s metais
traco. MacFarlane et al. (2007) avaliaram os padrfes de acumulacdo e translocacdo dos
elementos cobre, chumbo e zinco nas raizes e folhas de diferentes espécies de mangue e
observaram gue nas espécies nao secretoras de sal a translocacdo de metais para as folhas foi
menor quando comparada com as secretoras; 0s autores supdem entdo que a via de regulagdo
do transporte dos metais é bastante similar a via de regulacdo do sal. Resultado similar foi
encontrado por Arrivabene et al. (2016). Estes resultados demonstram a estratégia da espécie
em proteger o aparato fotossintético do méaximo de tensores, preservando a estrutura produtora

de energia.

Os resultados deste estudo indicam que o Fe apesar de ser um elemento essencial para
as plantas apresentou efeitos negativos sobre a assimilagdo de carbono, na producéo de folhas
e na bioacumulacdo nos 6rgdos das plantas, corroborando outros estudos realizados com
elementos tragco em manguezais (CHENG et al., 2012; HUANG et al., 2011; MACFARLANE
et al., 2003; MACFARLANE e BURCHETT, 2002). Entretanto, quando comparados com
outros metais, apresenta menor toxicidade em curto prazo, podendo em longo prazo
comprometer areas de manguezal com excesso deste elemento no sedimento. Este
comprometimento pode ser agravado quando em situagdes de formag&o de sulfetos de ferro
gue podem alterar o pH do sedimento comprometendo a biota (TWILEY e RIVIERA-
MONTORY, 2005).

5. Considerac0es finais

Apesar de ser um elemento essencial para as plantas, o Fe em altas concentracdes
mostrou efeitos toxicos no desenvolvimento das plantulas de R. mangle levando a reducédo do
nimero de folhas nas maiores concentracGes deste estudo. Observa-se que o tempo de
exposicdo ao Fe, bem como, sua concentracdo sdo fatores importantes para que as plantulas
comecem a esbocar os efeitos causados morfologicamente. Inicialmente a producdo foliar foi
o par@metro morfoldgico mais afetado pelo excesso deste metal. A anélise integrada dos fatores
ecoldgicos e fisioldgicos sdo complementares sendo considerados bons indicadores para
andlise de toxidez do Fe, sendo as maiores inibi¢cOes observadas nas maiores concentragdes. As
plantulas cultivadas na maior concentragdo (315 pumol L?) apresentaram uma reducdo na

producdo foliar e em todos os parametros fisiologicos, com excecdo da Ci (vpm). A espécie
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mostrou uma grande resiliéncia em lidar com o metal acumulando a maior parte nas raizes,

protegendo assim o aparato fotossintético.

Recomendamos ampliar o conhecimento sobre o papel do Fe em outras espécies de
mangue, em concentra¢cdes mais elevadas e também avaliacdes em nivel molecular que véo
complementar muitas das informagdes obtidas neste estudo, dando suporte para as hip6teses
levantadas.
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CAPITULO 2:

Efeito do aluminio no crescimento inicial e fisiologia de

plantulas de Rhizhophora mangle L.

Resumo

Diversos estudos apontam que 0 ecossistema manguezal atua como um sumidouro de
metais traco na zona costeira, contudo a tolerancia da vegetacdo de mangue ao aluminio (Al)
ainda é pouco estudada. Este estudo avaliou o desenvolvimento e a resposta fisiolégica de
plantulas de Rhizophora mangle L. ao excesso de Al. Para avaliar o efeito do Al as plantulas
previamente estabelecidas, foram transferidas para meio de cultivo contendo 0 (controle); 190;
370; 1100 e 2220 umol L* de Al. Apés 190 dias de cultivo ndo houve diferenca significativa
nos parametros de crescimento. O excesso de aluminio levou a reducéo da producéo foliar no
tratamento de maior concentragcdo (2220 pmol L?), além disto, houve uma reducdo
significativa na biomassa radicular das plantulas cultivadas em 1100 umol L'*. Ao avaliar as
respostas fisioldgicas observou-se que o aluminio levou a reducdo na taxa de assimilagdo de
CO: (A mol m?s-1) e aumento na concentracdo de carbono interno (Ci vpm) analisando os
parametros referentes a florescéncia da clorofila a é possivel indicar que o Al causa danos ao
aparato fotogquimico mesmo nas menores concentrac@es. A incorporacgdo de Al na biomassa foi
maior nas raizes quando comparada com a parte area. A analise integrada dos parametros
morfoldgicos e fisioldgicos sdo complementares mostrando o efeito do Al no desenvolvimento
inicial nas plantulas de R. mangle. Em conclusdo este estudo fornece informagdes sobre as

respostas e as estratégias das plantulas de R. mangle expostas ao Al.

1. Introducéo

Os manguezais estdo entre 0s ecossistemas mais produtivos do planeta (ALONGI,
2009), desempenhando um papel importante nas areas costeiras tropicais e subtropicais do
mundo (RIVERA-MONROY et al., 1995). Apesar de possuirem uma baixa diversidade de
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espécies vegetais, as florestas de mangue s&o a principal fonte de produtividade priméaria nas
areas em que ocorrem e possuem relevancia econdmica na producdo de bens e servicos
(HOGARTH, 2013).

As espécies de mangue possuem uma série de atributos estruturais e funcionais que
promovem sua sobrevivéncia e desenvolvimento na zona entremarés, dentre elas: raizes aéreas,
embriBes viviparos, dispersdo de propagulos pela maré, rapidas taxas de producéo de dossel,
uso eficiente de nutrientes e mecanismos de tolerancia ao sal mantendo o balanco de agua e de
carbono (DUKE et al., 1998; ALONGI, 2002).

Apesar da sua grande importancia ecoldgica e econémica, grande parte das florestas
de mangue tem sido perdida nas Ultimas décadas motivada pelo aquecimento global,
aquicultura, desenvolvimento urbano e industrial (ALONGI, 2002; DUKE et al., 2006;
SPALDING et al., 2010; GIRI et al., 2011). A degradagdo dos habitats do manguezal resulta
em perda de funcionalidade ecoldgica comprometendo diversos recursos e na redugéo de fonte
de renda de comunidades tradicionais (DUKE et al., 2007; FELLER et al., 2010).

As propriedades fisico-quimicas dos sedimentos dos manguezais facilitam a adsor¢édo
de poluentes organicos (KRUITWAGEN et al., 2008), bem como favorecem a acumulagéo de
metais traco (QIU et al., 2011), sendo assim, o sedimento dos manguezais é considerado como
tampdo entre fontes de poluentes metalicos e os ecossistemas marinhos adjacentes (SAENGER
e MCCONCHIE, 1991; MARCHAND et al.,2006)

Os metais traco estdo entre os principais poluentes de origem antrdpica que atingem
manguezais (MACFARLANE et al., 2007), e sua toxicidade é considerada uma séria ameaga
ao ecossistema (WU et al., 2014). Geralmente, a poluicdo dos manguezais com metais trago
esta associada as seguintes causas: efluentes industriais, agroinddstrias, escoamento agricola,
estacdes de tratamento de esgoto, lixiviagdo domeéstica, depoésitos de lixo, urbanizagdo,

derramamento de produtos quimicos e 6leo (BONDIN et al.,2013)

O aluminio (Al) é um metal que constitui 7% da crosta terrestre, com participagéo na
estrutura de varios minerais primarios (LYNDSAY, 1979). Em solos acidos, o Al é solubilizado

em formas toxicas, como [Al (H20) 6] **, geralmente referido como AI** (DARKO et al., 2004).

O Al pode ser relativamente abundante nos solos do manguezal (NAIDOO e
RAIMAN, 1982) e as condicOes acidas dos sedimentos podem resultar na mobilizacdo do
aluminio para niveis toxicos. Em termos nutricionais, em geral, o excesso do Al fixa o fésforo
em formas menos disponiveis nos solos e interfere na captacdo, no transporte € no uso de

nutrientes essenciais. Também diminui as trocas gasosas das raizes com o sedimento. Em nivel
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celular inibe a divisdo celular das raizes, principal e lateral, provoca aumento da rigidez da
parede celular por acréscimo de depdsitos de pectinas, reduz a replicacdo do DNA e

compromete a atividade enzimatica (FOY, 1974; 1992).

O dano induzido por concentracBes consideradas como toxicas de metais trago nas
plantas pode ter diferentes efeitos que atuam em sinergismo ou ndo, causando danos diretos ou
indiretos por meio de inducéo do estresse oxidativo (VIEHWEGER, 2014). Os efeitos danosos
incluem diminuicdo da concentracdo de clorofila (resultante da reducdo da biossintese ou
aumento da degradacéo), alteracdo do equilibrio hidrico, diminui¢do da atividade de varias
enzimas, fechamento estomatico, desaceleracdo da taxa de fotossintese e reducéo da absorcéao
de nutrientes minerais essenciais (NAGAJYQOT] et al., 2010).

Os efeitos do estresse (bidtico ou abidtico) sobre espécimes vegetais podem ser
medidos de duas maneiras: diretamente por medic6es nas taxas fotossintéticas ou indiretamente

por avaliacdo dos parametros de crescimento (TAIZ, 2017).

No que se refere as técnicas empregadas para avaliar diretamente as consequéncias dos
estresses em organismos vegetais pode-se citar a fluorescéncia transiente da clorofila a. Essa
ferramenta, ndo destrutiva, garante coleta de dados relativamente rapida, o que permite
entender as interferéncias sobre as rea¢fes fotoquimicas, ou seja, aquelas dependentes da luz
(PAPAGEORGIOU e GOVINDJEE, 2011; KALAJI et al., 2016) para produ¢do primaria. Por
meio da analise da curva de fluorescéncia transiente da clorofila a (OJIP) € possivel avaliar o
estado dos componentes do fotossistema Il (FSII), bem como a cadeia transportadora de
elétrons, permitindo inferir sobre a condicéo fisioldgica dos individuos (KALAJI et al., 2016).
As anélises das reacBes que ocorrem nas membranas dos tilacdides sdo possiveis gracas a
modelos matematicos confiaveis (teste JIP), desenvolvidos por Strasser et al. (2004),
possibilitando a compreensdo em detalhes da condicéo e fungdo do sistema antena, dos centros
de reagdes e dos aceptores e doadores do FSII. A eficiéncia no uso da agua vem sendo aplicada
principalmente em estudos relacionados ao estresse hidrico e salino cujo diagnostico de dano
também é imediato (PASCOALINI et al., 2022).

Rhizophora mangle L. pertence a familia Rhizophoraceae e possui distribuigdo
pantropical (TOMLINSON, 1986), sendo a espécie dominante nos manguezais brasileiros
(SCHAEFFER-NOVELLLI et al., 1990). Este dominio se deve a sua tolerancia para diferentes
condicdes de salinidade e temperatura (SOARES et al., 2015), entre outras adaptacGes, como
por exemplo, viviparidade (FARNSWORTH, 2000), flutuabilidade e longevidade dos
propégulos (RABINOVITZ, 1978). Estes caracteres permitem sua dispersdo, estabelecimento

e crescimento nesse ecossistema.
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Diversos pesquisadores realizaram estudos empregando cultivo de propagulos,
comparando as respostas fisioldgicas e morfoldgicas com fatores abidticos como salinidade
(BALL etal., 1984; BALL, 2002; TAFFOUO et al., 2009; BOMPY et al., 2014;), alagamento
(YE et al., 2003), luminosidade (KRAUSS e ALLEN, 2003) e metais (ALONGI, 2010;
CHENG et al., 2012; ARRIVABENNE et al., 2016).

A avaliacdo integrada das respostas morfoldgicas e fisioldgicas dos individuos em fase
de plantula é essencial para a manuten¢do do ecossistema tendo em vista que a fase de plantula
é considerada a mais vulneravel no ciclo de vida das plantas no manguezal (JIMENEZ, 1985).
Sendo esta etapa na qual o individuo esta mais suscetivel aos tensores naturais e externos, estes
podem induzir rapidamente o consumo das reservas dos cotilédones antes do individuo ser
fotossinteticamente apto (MCKEE, 1995; RAVEN et al., 2014). As respostas induzidas pelo
contaminante poderdo ser usadas para subsidiar a gestdo costeira em areas degradadas e 0 uso

de R. mangle em areas em processo de recuperacao.

Diante do exposto este estudo tem como objetivo averiguar o papel do Al no
crescimento, desenvolvimento e fisiologia em plantulas de Rhizophora mangle cultivadas ex
situ. Tendo como hipotese que o aumento da concentracdo deste metal ird afetar em diferentes
intensidades a capacidade fotoquimica das plantulas o que acarretard na redugdo do

crescimento e desenvolvimento das plantulas de R. mangle.
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2. Metodologia

As etapas descritas abaixo ocorrem posteriormente aquelas descritas na metodologia

geral desta tese.
2.1 Implementacéo dos tratamentos com Aluminio

Para avaliar a toxicidade do Al o desenvolvimento e na fisiologia das plantulas de R.
mangle, (aquelas previamente estabelecidas no periodo de adaptacdo), estas foram
aleatorizadas de acordo com os tratamentos definidos por diferentes concentragfes de Al:
foram selecionadas 140 plantulas subdivididas em 5 tratamentos com 7 réplicas (Figura 1).
Foram adicionados a solugdo nutritiva de Hogland e Arnon (1950) diferentes concentragdes de
Al na forma de cloreto de aluminio (AICIs), resultando os seguintes tratamentos: (1) - controle
(0 umol L1); (2) - 190 umol L; (3) - 370 umol L?; (4) - 1100 umol L2, e (5) - 2220 umol L

1

Figura 1: Plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em solu¢do de Hoagland e Arnon (1950)
distribuidas nos tratamentos com Al aos 95 dias de cultivo.

2.2 Dados morfoldgicos

Para avaliar o desenvolvimento das plantulas de R. mangle ao longo do experimento.
O comprimento do epicétilo foi medido quinzenalmente com auxilio do paquimetro digital
(King Tools = 0,01mm) e nimero de folhas foi obtido por contagem manual, processo descrito
no capitulo anterior. A partir dos valores do crescimento do epicotilo foi calculada a taxa de
crescimento (TC) pela formula: TC = AC/AT, onde AC corresponde a variac¢do da altura (em

cm) e AT (tempo em dias) refere-se ao intervalo entre as observacoes.
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Apobs 270 dias de cultivo as plantulas foram levadas ao laboratério de Ecologia de
Manguezal CEUNES/UFES onde foram subdivididas em compartimentos (folhas, epicotilo,
hipocétilo e raiz) para serem pesadas em balanca de precisao. O comprimento do epic6tilo (cm)
e hipocotilo (cm) foram medidos com auxilio de uma trena calibrada. A area foliar (cm?) foi
obtida com auxilio do escaner portatii (ADC modelo AM350). As amostras dos
compartimentos foram secas em estufa a 60° durante 72 horas até atingir o peso constante sendo
entdo pesadas e os resultados obtidos foram utilizados para calculo da aquisicdo de biomassa
(9) e da taxa de crescimento relativo. A taxa de crescimento relativo (TCR), diferentemente da
TC, levaem consideracdo o peso dos individuos, sendo balizada como: TCR =[(In Ps1- In Ps2)
/ (Ti-Tf)]; onde Psl e Ps2 correspondem, respectivamente, a0 peso seco em gramas do
individuo no inicio e ao final do experimento, isto é, em Ti e Tf (MCKEE,1995). O peso seco
inicial (Ps1) empregado foi obtido pela equagdo obtida com base nos 217 propagulos que ndo
foram utilizados no experimento. Estes 217 propagulos remanescentes foram encaminhados
ao laboratério de analises agrondmicas Fullin para a determinacdo dos macros e

micronutrientes.
2. 3 Fluorescéncia transiente da clorofila a

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida ao final do experimento. As
medidas foram feitas em 14 plantas por tratamento sempre no segundo par foliar totalmente
expandido. As folhas foram previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos utilizando clipes
foliares (Hanstech) para a oxidagdo completa do sistema fotossintético. Os transientes foram
induzidos com 1s de iluminagdo por um pulso de luz saturante com intensidade maxima de
3000 pumol (fotons) m=*s* em uma darea foliar de 4 mm de didmetro utilizando-se um
fluorémetro portatil (Handy PEA, Hansatech Instruments Ltd., King’s Lynn, Norfolk, UK). A
emissdo de fluorescéncia transiente foi, entdo, registrada de 10 ms a 1 s com 120 pontos de
fluorescéncia. A partir da curva de fluorescéncia transiente OJIP, o teste JIP foi avaliado com
base na Teoria de Fluxo de Energia em Biomembranas (STRASSER e STRASSER, 1995;

STRASSER et al., 2004) considerando-se 0s parametros citados no apéndice 2.
2.4 Assimilacdo de Carbono

A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A umol m?s™) e a concentracdo de CO,
intercelular (Ci vpm) foram obtidas utilizando o sistema portatil ADC, modelo LCi (ADC,
BioScientific Ltd. Hoddesdon, England), o IRGA (Infra Red Gases Assimilation). Para esta
andlise, as leituras foram realizadas durante o periodo da manha (entre 8 horas e 10 h e 30 min).
As medicdes foram realizadas para cada tratamento em cinco individuos em seis folhas do

segundo par foliar completamente expandidas.
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2.5 Andlise estatistica

Todos os dados biolégicos obtidos neste capitulo foram analisados no periodo de
exposi¢do ao contaminante (i.e., Ti =95 a Tf = 270 dias). As avaliagdes temporais (dias) de
comprimento do epic6tilo (cm) foram realizadas empregando-se a técnica de regressdo, para
estimar a forma de crescimento entre 0s experimentos. As taxas de crescimento (TC) e de
crescimento relativo (TCR), bem como a incorporacdo de biomassa (B), os parametros
morfoldgicos das folhas, parametros derivados do teste JIP e trocas gasosas, apos o teste de
normalidade e de homocedasticidade, foram submetidas a analise de variancia ANOVA One-
Way seguida pelo teste de Dunnett com significancia de 5%. Os testes estatisticos foram
aplicados utilizando os softwares GENES (CRUZ., 2016) e BioEstat5.3 (AYRES et al., 2007).

3 Resultados

3.1 Parametros morfoldgicos

O valor médio dos propagulos provenientes da foz do rio Italnas (N = 497)
apresentaram comprimento médio de 25,10 + 4,66 cm e peso médio de 16,41 + 6,49 g. Os
individuos utilizados para este experimento (N = 180) tiveram comprimento médio 25,7 +
4,2cm peso fresco 16,9 £ 4,2g. O peso seco inicial médio dos propagulos (N = 217) foi 5,8 £
39.0 cultivo iniciou-se na fase de propagulo e apos sete dias registrou-se a emissao de raizes
para todos os individuos. Cerca de 27 dias apds a implantacdo do experimento, o epicétilo
comecgou a se desenvolver e no momento da troca de solucdo (80 dias) o comprimento do
epicotilo foi similar para todas as plantulas. No 80° dia, o Al foi adicionado a solugdo de
Hoagland e Arnon. A partir deste momento houve aumento no comprimento do epicétilo das
plantulas que foram cultivadas em 370 umol L de Al. Os demais tratamentos mantiveram o

crescimento estavel estando proximos ao controle (0 umol L™ de Al) (Figura 2A).
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O crescimento total do epicotilo foi avaliado ao final do experimento sendo o menor
(i.e., 7,16 cm) e maior (i.e., 8,56 cm) comprimento do epic6tilo observados para os tratamentos

com concentragdes de 370 e 1100 pmol L de Al respectivamente (Figura 2B).
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Figura 2: Comprimento (cm) do epicétilo das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em solucéo
de Hoagland e Arnon (1950). A: Comprimento (cm) do epicétilo ao longo do experimento nos diferentes
tratamentos. B: Comprimento médio (cm) do epicétilo ao final do experimento nas diferentes concentracoes de Al
(médias das avaliagGes entre os 95 e 270 dias de cultivo). Médias seguidas pela letra a ndo diferem em relagdo ao

controle pelo teste de Dunet a 5 % de probabilidade.

As taxas de crescimento (TC) variaram entre 0,16 a 0,30(mm.d™) correspondendo aos
tratamentos 190 e 1100 pmol L*, respectivamente (Figura 3A). Para taxa de crescimento

relativo (TCR), a menor (0,05) e a maior (0,008) taxa foi observada, respectivamente, nos
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tratamentos 2200 e 1100 umol L* de Al (Figura 3B). Ambas as taxas ndo apresentaram

diferenca estatistica com relacdo ao controle.
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Figura 3: Taxas de crescimento das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivados em solugdo de Hoagland
e Arnon (1950). A: Avaliacdo comparativa das taxas de crescimento entre as concentragdes de aluminio aos 270
dias; B: Avaliacdo comparativa da taxa de crescimento relativo entre as concentragdes de Al aos 270 dias de cultivo.
Médias seguidas da letra a ndo diferem do controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Apbs 190 dias de exposicdo ao metal, observou-se uma reducdo significativa na
biomassa da raiz nas plantulas que se desenvolveram em 1100 umol L* de Al. Para os
individuos cultivados na solucédo contendo 2200 umol L™ de Al houve redugdo significativa da

biomassa foliar (Figura 4).
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Figura 4: Efeito do aluminio sob o incremento em biomassa (g) das plantulas de Rhizophora mangle L.
cultivadas na solugédo nutritiva de Hoagland e Arnon (1950). Médias seguidas da letra a ndo diferem do controle
pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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A emissdo das folhas iniciou-se apds o vigésimo dia de cultivo em todos os tratamentos. No
momento de adi¢do do Al a solugdo nutritiva (i.e., aos 80 dias), as plantulas tinham em média 4
folhas. Diferencas na emissao foliar foram observadas a partir dos 110 dias de cultivo, ou seja,
30 dias ap0s a insergdo do Al. As plantulas cultivadas sob 2200 pmol L™* de Al apresentaram

reducéo no numero de folhas (Figura 5).
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Figura 5: Producgdo foliar média das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas em solucdo de
Hoagland e Arnon (1950) em diferentes concentrages de aluminio ao longo de 270 dias.
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Com elagdo aos parametros foliares avaliados, as plantulas cultivadas no tratamento

com 1100 pmol L de Al apresentaram o menor comprimento (9,29 cm), largura (3,6 cm) e

area foliar (23,9 cm?) (Figura 6).
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Figura 6: Parametros foliares das plantulas de Rhizophora mangle L. aos 270 dias de cultivo em diferentes
concentracBes de aluminio. Médias seguidas pela letra a ndo diferem do controle pelo teste de Dunett a 5% de

probabilidade.

3.2 Fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas

As plantulas de R. mangle submetidas aos tratamentos com Al em cultivo ex situ,

independente das concentracdes utilizadas, mantiveram-se fotossinteticamente ativas, visto que

apresentaram curvas OJIP com aumento polifasico caracteristico (Figura 7A). Apo6s 190 dias

de cultivo com Al foi observada a formacdo da banda K (estabelecida entre 0-2 ms), sendo

mais expressiva (maior amplitude) nas amostras cultivadas em 190 e 370 pmol L (Figura 7B).

67



Fy=300mas

A
3000 « Controle >
190 prmoal L - F3lms :;;dﬂ)
0370 ymal L -7
2500 + 1100 prmal L -
~ 2200 pmol L -1 e
= :
©
S 2000
ol
@
a
=
=
& 1800
a
=l
m
=
[
=
&
£ 1000
so0 | ¢ .
|
D 1 Ll aa11l L T RN Ll i1l L Liaia1l PN 'Rl
0,01 01 1 10 100 1000
Tempo(ms)
0,045 B
i 0,04 # controle
o
& 190 pmolL-
8 0,035 oon ©370 umolL -
G o o
> - ¢1100pmaolL
g 0,03 2200 pmal LA
g $ o
E 0,025 g ¢
) & °
3 0,02 pes “
2 o
n [a) y
8 o o
0,015
2 g
# o
0,01 80” 9
3 .
A TIPS %
0,005 ? e e, q
o * . . [
0 T e §
0 0,5 1 1,5 2
Tempo {ms)

Figura 7:Fluorescéncia transiente da clorofila a das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivada em
diferentes concentragdes de aluminio. A: curva polifasica de emissdo da fluorescéncia da clorofila a; B: variagdo da
banda K (0,3 ms) ou AVOJ estabelecida entre 0 ¢ 2 ms, a partir da dupla normalizagdo AVOJ = [VOJ (controle) —
VOJ (tratamento)], onde VOJ = (Ft — FO) / (FJ - FO).
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Os parametros do fluxo especifico de energia, extraidos do teste JIP, mostram que as
plantulas cultivadas em solucdo contendo Al apresentaram reducdo na fluorescéncia inicial
(Fo) e aumento na fluorescéncia maxima (Fm) nos tratamentos 190; 390; 1100 e 2200 pmol L
1de Al. Em relacéo aos fluxos de energia especificos por centro de reacdo (RC), verificou-se
diminui¢do da absor¢do (ABS/RC) para os individuos cultivados em 190 e 370 pmol L. Foram
observadas reducBes no aprisionamento e no transporte de elétrons, assim como na dissipacao
de energia (TRo/RC ETo/RC e, Dlo /RC) por centro de reagdo. Entretanto, estes parametros
ndo diferiram significativamente em funcéo das concentracfes de Al. As plantulas cultivadas
com 190 umol L de Al exibiram aumento nos indices de performance Pl (ABS) e PI (total).
Ja para os tratamentos 1100 e 2200 umol L* de Al houve reducédo destes parametros (Figura
8).

Fo*
14
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2200 pmol L-"
Dlo/RC ¢Po

ETo/RC ABS/RC*
TRo/RC

Figura 8: Pardmetros fotoquimicos derivados do teste JIP em plantulas de Rhizophora mangle L.
cultivadas sob diferentes concentragdes de aluminio. Médias seguidas por (*) sdo estatisticamente diferentes ao
controle pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade. Todos os parametros do teste JIP foram normalizados com

relacéo ao controle (0 umol Al=1).

Considerando os pardmetros de trocas gasosas avaliados, o controle apresentou maior
taxa de assimilagéo liquida de carbono (A mol m%s-t) e menor concentragdo de carbono interno
(Ci vpm). O aumento da concentracdo de Al reduziu a A (mol ms-1) e aumentou de Ci (vpm),
contudo, ndo houve diferenga significativa na eficiéncia instantanea de carboxilagcdo (A/Ci
umol m? s?) (Tabela 1).
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Tabela 1: Pardmetros fotoquimicos das plantulas de Rhizophora mangle L. cultivadas

em diferentes doses de aluminio ap6s 270 dias de cultivo em solucdo de Hoagland e Arnon

(1950).

Parametros fotoguimicos

Al pmol L -1 A (mol m%s-1) Ci (vpm) (pm?llfnl'zs-l)

0 pmol L -1 11,46 £0,9a 269 £ 6,4a 0,042 + 0,003a
190 pmol L -* 7,2+0,8 263,28 £ 6,4a 0,031 £ 0,003a
370 umol L -1 3,26+1,2 299,85+ 7,2 0,00832 + 0,002a
1100 umol L -1 6,66 £ 1,16 296,85 + 8,8 0,019 + 0,003a
2200 umol L -* 9,555+ 0,7a 279 + 3a 0,0367 = 0,001a

Meédias seguidas da letra a ndo diferem do controle pelo teste de Dunett a 5% de probabilidade.
3.3 Andlise nutricional

A contracdo média inicial de Al foi calculada a partir dos propagulos ndo utilizados no

experimento. O valor médio obtido foi de 3,18 £1,5 ndo apresentando diferenca estatistica com

a concentracdo do tratamento controle.

A incorporacgdo de Al nos compartimentos aéreo e de raiz das plantulas de R. mangle
foi maior no tratamento 2200 umol L de Al Nas concentragdes 190 pumol L* de Al a
concentracao do metal foi similar entre os compartimentos, no entanto, a partir de 370 pmol L

L Al ocorreu maior acimulo nas raizes (Figura 9) .
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Figura 9: Concentracdo de aluminio nas partes area e de raiz, ap6s 270 dias, em plantulas de Rhizophora
mangle L. cultivadas em solu¢do nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) com diferentes concentragdes de aluminio.
Médias seguidas da letra a ndo diferem significativamente ao controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

70



4. Discussao

Ap6s inicio do desenvolvimento do epicotilo foi observada crescimento acentuado do
epicotilo em todos os tratamentos, que se estabilizou ap6s 180 dias de cultivo, este padrédo é
reportado para espécies de mangue em experimentos in situ (BARCELQS, 2017; LIMA et al.,
2018) e ex situ (BALL, 2002; AMORIM, 2014; BARCELOS, 2017). Os propagulos de R.
mangle possuem grande quantidade de reserva energética fornecida pelos cotilédones, desta
forma, a reducdo da taxa de crescimento ap6s o periodo de implantacdo é decorrente do
consumo destas reservas nutritivas (SMITH e SNEDAKER, 2000).

Em todos os tratamentos, as plantulas ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao comprimento do epicétilo e, também, no que diz respeito as taxas de crescimento
final e relativo durante a exposicdo ao Al. Estudos mostram que R. mangle é uma espécie que
possui adaptagdes morfolégicas e fisiologicas que permitem que a espécie colonize e se
estabeleca sob influéncia de fatores limitantes tais como luminosidade (BALL, 1980; DUKE
E ALLEN, 2006), salinidade (BOMPY et al., 2014), herbivoria (SOUZA e SAMPAIO, 2011)
dentre outros. Embora o Al ndo seja considerado elemento essencial para espécies vegetais, em
baixas concentracGes ele pode estimular o crescimento de algumas plantas. Salvador et al.
(2000) relataram que, em solugdo nutritiva, 0 Al em pequenas concentragdes induziu o
crescimento da goiabeira. Foy (1974) também menciona que, em solugdo nutritiva, baixas
concentracdes de Al (0,25 a 0,30 mg L?) estimularam o crescimento de milho. Estudos
avaliando as respostas morfoldgicas em plantulas de R. mangle cultivadas ex situ sob estresse
luminoso, nutricional e salino ndo observaram redugdes significativas da taxa de crescimento
e na incorporagao de biomassa (MCKEE, 1995; BOMPY et al., 2014). Alongi (2010) avaliou
o efeito do excesso do Fe em sete espécies de mangue dentre elas R. apiculata; a espécie foi
capaz de manter o crescimento do epicétilo nas concentragcdes baixas e intermediarias do metal,
apresentando queda acentuada apenas na concentracdo mais alta.

Com relacdo a alocagdo da biomassa, houve reducdo significativa da biomassa
radicular das plantulas cultivadas em 1100 umol L e um aumento, embora néo significativo,
na maior concentracdo de Al; estes dados contratantes podem ser explicados pelo tipo de raiz
desenvolvido pela planta. As raizes presentes nos tratamentos acima de 370 umol L -1 de Al
eram primarias usadas para sustentacdo (Apéndice 3). Um dos primeiros sintomas de toxidez
do Al é observado nas raizes, haja vista que o metal inibe a expansédo e elongacédo das células
neste 6rgdo e, depois, a divisdo celular também passa a ser inibida (KOCHIAN, 1995;
MATSUMOTO, 2000).
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Apesar de ndo exibir grandes mudangas morfoldgicas, o excesso do Al afetou o
desempenho fotoquimico das plantulas de R. mangle. Neste estudo houve a formacao da banda
K positiva para todos os tratamentos. A banda K positiva indica falta de integridade do
complexo de evolugdo do oxigénio (CEO), inviabilizando a doacdo de elétrons, via oxigénio
do complexo manganés (Mn,CaOQs) para o FSII (GURURANI et al., 2012).

Os parametros do teste JIP, derivados dos transientes OJIP, podem ser usados para
caracterizar o comportamento e a atividade do FSII, do intersistema e FS | (STRASSER et al.,
2004). Esses parametros sdo considerados eficazes para localizar diferentes sitios de acdo, bem
como para identificar a heterogeneidade do FSII (APPENROTH et al., 2001; KALAJI et al.,
2016). Houve reducdo da fluorescéncia inicial (Fo) e da fluorescéncia maxima (Fm). A
fluorescéncia inicial (Fo) representa a emissdo de luz pelas moléculas de clorofila a excitadas
antes da energia ser dissipada para o centro de reacdo do FSII (KRAUSE e WEIS, 1991). A
reducdo da Fo também foi observada em plantulas de R. mangle situadas em &reas com
salinidade elevada por Falqueto (2002).

A reducdo da Fm pode indicar inibicdo no transporte de elétrons do lado doador do
FSII resultando em acdmulo de P680 e/ou diminuicdo do pool de quinona A- (MEHTA et al.,
2010). A redugdo da fluorescéncia maxima foi observada em plantas de R. mangle sob estresse
salino (LOPES et al., 2019; PASCOALINI,2022) e metais tragco (MACFARLANE, 2003).

Os parametros que caracterizam a transducgéo de energia por centro de reacdo do FSII
s&o a absorgdo (ABS/RC), captura (TRO/RC) e transporte de elétrons (ETO/RC). Neste estudo
0 excesso do Al ndo levou a nenhuma alteragdo destes parametros.

Os indices de vitalidade (Plass € Plrowl) representam o produto de alguns parametros
funcionais e estruturais independentes (STRASSER et al., 2004; KALAJI et al., 2016). Maiores
valores de Pl indicam incrementos na habilidade potencial de conservacdo de energia do
aparato fotossintético (YUSUF et al., 2010). Neste estudo foi observado o aumento destes
indices para os tratamentos 190, 390 e 2200 p mol L * de Al e redugdo no tratamento 1100 p
mol L 2.

O aumento da concentracdo do Al levou a redugdo na taxa de assimilagdo do CO; (A
umol m? s?) nos tratamentos 190, 390 e 1100 pmol L* de Al. Reducédo neste parametro é
reportado para espécies de mangue em situacOes de estresse salino (MARTIN et al., 2010;
REEF e LOVELOCK, 2015; LOPES et al., 2019). Associagdes ao estresse salino indicam que
a planta apresenta deficiéncia de prétons derivados da hidrolise da dgua no FSII, o que ndo é o
caso nos tratamentos do presente trabalho, uma vez que 0 meio de cultivo era substituido a cada
30 dias. Isso poderia indicar ineficiéncia no processo de transporte de elétrons entre o FSII

como observado para os dados de Fm.
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As respostas fisiologicas mais acentuadas nos tratamentos com menor concentracao de
Al, isto &, 190 e 390 umol L, podem ser reflexo da quantidade de metal absorvido pela planta,
tendo em vista que na maior concentragdo (2200 pmol L), 79% do metal foi incorporado as
raizes. Estes resultados indicam que a espécie possui auto regulacdo e toleréncia ao stress

causado por metais traco.

A acumulacdo e translocacdo de metais trago em espécies de mangue foi avaliada em
estudos in situ de Mejais et al. (2013); os autores observaram que das espécies avaliadas R.
mangle foi a que teve a menor taxa de translocacdo entre os tecidos radiculares e foliares,
acumulando preferencialmente os metais nas raizes. Ramos e Geraldo (2007) obtiveram
resultados similares aos de Mejias et al. (2013), pois 0s autores encontraram uma relacéo
linear entre a concentracdo dos metais avaliados (Cd, Cr, Cu, Pb e Zn) com a concentragao dos
mesmos na biomassa vegetal o que mostra a capacidade de incorporacdo dos metais na

biomassa vegetal.

A tolerancia a altas concentragdes de Al ja foi relatada para algumas espécies vegetais.
Plantas de soja crescem normalmente sob estresse de 10 a 75 pmol L' Al (CAKMAK e
HORST 1991), plantas de cha (Camellia sinensis) pode tolerar concentrag@es de 0,5 a 4,0 mmol
Lt Al (MORITA et al., 2008). Plantas lenhosas como Cryptomeria japdnica e Pinus
thunbergii, nativas de solos acidos, desenvolveram varias estratégias para superar o estresse
causado pelo Al (BRUNNER e SPERISEN, 2013). Alguns estudos mostram que as espécies
do género Rhizophora parecem absorver metais em menor extensdo que outras espécies de
mangue (PETERSON., et al 1979; LACERDA et al 1986; CHENG et al 2012; MEJIAS et al.,
2013). Este comportamento leva a constatacao de que a espécie possui mecanismos de defesa
para impedir a entrada de metais sobretudo quando estes estdo em concentragdes elevadas. O
processo de ultrafiltracdo dos sais em nivel do sistema radicial (SCHOLLANDER, 1968) é
bastante eficiente para as espécies desta familia (TOMLINSON, 1983). Provavelmente, este
processo possa ser um mecanismo também eficaz de retencdo dos metais com carga idnica e

tamanho molecular similar ao Na e Cl.

5. Consideracdes finais

Os resultados apresentados neste estudo indicam a plasticidade fotoquimica e
morfoldgica de R. mangle frente ao excesso de Al. As concentracdes avaliadas neste estudo
tiveram como base experimentos em cultivares agricolas e apesar de serem observados efeitos

na eficiéncia fotoquimica e reducdo da biomassa radicular e foliar em plantulas de R. mangle
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em resposta ao excesso de aluminio avaliagdes com concentragdes maiores sdo necessarias para
dimensionar a toxicidade deste metal ao fotossistema, crescimento e desenvolvimento das

plantulas de R. mangle.
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CAPITULO 3:

Experimentos ex situ de Rhizophora mangle: Qual o

tamanho ideal da amostra e da parcela?

Resumo

Duas das questdes pertinentes nos experimentos envolvendo propagulos de Rhizophora
mangle L. sdo: o tamanho da amostra e tamanho da parcela. Este estudo prop6s-se responder
estas incognitas. Para o dimensionamento amostral considera-se 0s casos cujo experimento nao
envolve delineamento experimental e o tamanho 6timo de parcela (top) para 0s casos em que
a pesquisa envolva delineamentos experimentais. As analises foram realizadas com nimero
amostral de 1.724 propagulos coletados em seis diferentes anos no mesmo manguezal. A massa
fresca (g) individual foi obtida e as variaveis comprimento (cm) e didmetro (cm) foram
registradas nas posigdes apical, mediana e basal de cada propéagulo. Apos a realizacdo das
estatisticas descritivas, associadas com andlises de correlagdo linear e teste de normalidade,
houve a defini¢cdo das metodologias do dimensionamento amostral e do top. Para a instalacao
de experimentos com propagulos da espécie Rhizophora mangle L. sem envolver
delineamentos experimentais, a quantidade de material propagativo é determinada por
estimacdo intervalar bootstrap; para estas pesquisas € apresentado um abaco e também
equac0es para o tomador de decisdo realizar o dimensionamento amostral em fungéo dos erros
tolerados em torno da média.

Concernente ao tamanho 6timo da parcela, O método Hatheway foi empregado nos
Delineamentos Inteiramente Casualizados e em Blocos Casualizados, 0 nimero de plantulas

por parcela foi definido em funcdo do nimero de tratamentos, repeticdes e precisdo assumida.

Palavras chave: Planejamento experimental, delineamentos experimentais, precisao

experimental, variabilidade, manguezal.
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1. Introducéo

Rhizophora mangle é uma espécie amplamente distribuida nos manguezais do novo
mundo. Desempenha um importante papel ecolégico e econémico. Sua ampla distribuicéo e a
continua producéo de propéagulos faz com que a espécie seja amplamente utilizada em diversos
experimentos in situ e ex situ. Os propagulos de R. mangle apresentam uma baixa variabilidade
genética tanto entre plantas no mesmo estuario (HOGARTH, 2007), quanto ao longo de
gradiente latitudinal (PIL et al., 2011). Contudo os propagulos possuem uma grande
variabilidade morfol6gica apresentando comprimento, didmetro e pesos variados (MCKEE,
1995; SMITH; SNEDAKER, 1995; SIMPSON et al., 2017). Esta alta variabilidade pode
contribuir para 0 aumento do erro ndao controlado em analises experimentais, uma vez que 0s
propagulos maduros de R. mangle possuem entre 10 a 50 cm de comprimento (DeYoe et al.
2020). Esta amplitude no tamanho envolvendo as varidveis comprimento, didmetro e massa
possui diversas causas, dentre elas, destaca-se o0s estudos que avaliaram as respostas aos danos
causados por insetos (MCKEE, 1995; BAENA et al., 2020), herbivoria por caranguejos
(DANGREMOND, 2015), além de influéncias abidticas como as varia¢des climaticas impostas
durante a ontogénese do embrido (PEEL et al., 2019) e de fatores enddgenos como a idade
fisioldgica dos propagulos (SMITH e SNEDAKER, 2000).

H& evidéncias cientificas que mostram que o tamanho (SOUZA et al., 2003;
DANGREMOND, 2015) e amassa (LIN e STERNBERG 1995; SMITH e SNEDAKER, 2000)
do propagulo tem efeito significativo no crescimento inicial de R. mangle. Souza et al. (2003)
concluiram que propagulos maiores proporcionam plantas com maior comprimento e nimero
de folhas, além de maior massa seca. Para estes autores a variagdo natural do comprimento dos
propagulos traduz diferencas significativas no desempenho das plantulas em termos de
estabelecimento e/ou crescimento inicial, que poderiam influenciar a dindmica da floresta.

Recomendagdes para minimizar o erro experimental envolvem a utilizagdo de
propagulos com a mesma idade fisioldgica (SMITH e SNEDAKER, 2000), livre de danos
aparentes (MCKEE, 1995; BOEHM et al. 2016) e com medidas de comprimento e peso
uniformes (SMITH e SNEDAKER, 2000; KRAUSS e ALLEN, 2003; SIMPSON et al. 2017).
Smith e Snedaker (2000) tomaram o cuidado adicional de, ap6s separar 0s propagulos para 0s
tratamentos e por experimento, realizarem a andlise de variancia para as variaveis:
comprimento, didmetro e massa, assumindo seu Delineamento como Inteiramente Casualizado
(DIC) e verificaram se a hipétese de nulidade era aceita. De fato, ao adotar o modelo

experimental DIC, parte-se do pressuposto que o material experimental é uniforme, haja vista
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que neste tipo de delineamento experimental ndo ha controle sobre o efeito local (GOTELLI e
ELLISON, 2013).

Em funcédo do tipo de experimento e da quantidade de propagulos necessarios, nem
sempre é possivel uniformizar os propagulos por comprimento e peso (DANGREMOND,
2015; LUNA et al., 2019). Sob o ponto de vista de andlises estatisticas paramétricas ndo ha
proibicdo no uso dos propagulos sem prévia uniformizacdo por tamanho ou massa, pois, sabe-
se que, ao compor as parcelas, a uniformizacéo pode ser feita dentro dos blocos experimentais,
no caso de experimentos delineados em Blocos Casualizados (PIMENTEL-GOMES, 2009;
ZAR, 2010) ou nas linhas e colunas de experimentos em Quadrado Latino, apesar deste tipo de
experimento ser menos usado por ecologos (GOTELLI e ELLISON, 2013).

Dentre os trabalhos experimentais que envolvem o uso de propagulos de R. mangle,
independente da uniformizacdo ou ndo do comprimento e massa, encontram-se diferentes
tamanhos de parcela, envolvendo desde cinco propéagulos (KOCK e SNEDAKER, 1997;
LUNA et al., 2019; ZHOU et al. 2021), oito (ELLISON e FARNSWORTH, 1997), nove
(BOEHM etal., 2016), dez (SMITH e SNEDAKER, 1995, 2000; FARNSWORTH et al., 1996;
KRAUSS e ALLEN, 2003; BAENA et al., 2020), dezesseis (ELLISON e FARNSWORTH,
1993; DANGREMOND et al., 2015) e até dezoito propagulos por parcela (SIMPSON et al.,
2017). Desta forma, ndo ha padronizacéo para se definir o tamanho da parcela e este é assumido
arbitrariamente, muito embora, ao que parece, a maioria dos pesquisadores optem por usar 10
propagulos em cada parcela experimental.

Em situacGes onde na pesquisa ndo exista delineamento estatistico envolvido,
especialmente nos casos da existéncia de apenas dois tratamentos, o foco do pesquisador, ao
instalar o experimento, ndo esta no tamanho da parcela, mas no tamanho da amostra que
compde cada tratamento. Nesta ética, as analises estatisticas empregadas podem ser o teste
paramétrico de t de Student, para amostras independentes ou para dados pareados, e testes nao
paramétricos de Mann-Whitney.

Em geral, estudos que ndo envolvem delineamentos experimentais ndo possuem uma
abordagem assertiva para se definir o tamanho amostral. Os estudos envolvendo experimentos
com propagulos de R. mangle sem delineamento possuem diversidade no tamanho amostral
indo desde 10 exemplares (BOMPY et al., 2014; FARNSWORTH ,1996; KRAUS e ALLEN,
2003), 16 (ELLISON e FARNSWORTH, 1993), passando por 17 (SMITH e SNEDAKER,
2000), 30 (FEBLES-PATRON, 2007), 40 (WALSH et al., 1979), 50 e 60 (DANGREMOND,
2015) até 80 propagulos por grupo amostral (RABINOWITZ, 1978).

As recomendacdes estatisticas em relacdo ao tamanho de amostra salientam que este é
diretamente proporcional a variabilidade dos dados e a confiabilidade desejada na estimativa,

sendo inversamente proporcional ao erro de estimacdo permitido a priori pelo pesquisador,
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embora ndo de forma linear (COCHRAN, 1977; ZAR, 2010). Neste caso, a variabilidade dos
dados também néo é linear (KHAN et al., 2017). Tem-se demonstrado, por ensaios em branco,
gue quanto menor o tamanho da parcela, maior o coeficiente de variacdo (CV). E a medida que
o0 tamanho da parcela aumenta, o CV diminui e esta relacdo descreve modelo potencial e ndo
linear. Portanto, ha indicacdes para se determinar o tamanho 6timo de parcela por meio de
analises estatisticas (MEIER e LESSMAN, 1971).

A abordagem estatistica empregada para se determinar o tamanho étimo de parcelas
experimentais e o tamanho significante da amostra sdo diferentes (LUCIO et al., 2012).
Existem varias metodologias para se determinar o tamanho de parcelas, sendo de uso bem vasto
a de Hatheway (1961). Outras andlises empregadas sdo da maxima curvatura modificada
(MEIER e LESSMAN, 1971) e da méxima curvatura do coeficiente de variagdo
(PARANAIBA et al., 2009). Dentre estas trés metodologias, a de Hatheway (1961) tem a
vantagem de contemplar o tamanho da parcela em funcdo do numero de repeticGes, de
tratamentos, da precisdo experimental desejada e do delineamento experimental usado. A
proposta feita por Celanti et al. (2016a) contempla os casos em que ndo seja possivel
estabelecer a vizinhanga nos testes em branco, aspecto que acontece com os propagulos de
Rhizophora mangle, pois ndo existe uma identificacdo arvore- mée propagulo produzido.

Concernente ao dimensionamento amostral, via de regra se tem usado a metodologia
segundo Cochran (1977) baseada na semi-amplitude do intervalo de confianca, ou por apoio
de simulagfes bootstrap percentil quando os dados amostrais ndo apresentam distribuicdo
normal (SCHMILDT et al., 2017; CHIRARA; HESTERBERG, 2019). Desta forma, este
estudo tem como objetivo determinar os tamanhos de amostra e de parcela necessarios para
avaliar experimentos utilizando propagulos de Rhizophora mangle L. envolvendo uma ou mais

variaveis.

2. Material e Métodos

Os propagulos foram coletados aleatoriamente na foz do manguezal localizado em
latitudes medianas (18°S) em diferentes meses e anos, aplicados nos estudos de Amorim (2015)
e de Barcelos (2017). O clima da regido onde se localiza 0 manguezal (Parque Estadual de
Itatnas — ES) é classificado de acordo com Koppen como tropical com estacdes bem definidas,
sendo o periodo Umido de outubro a marco e o inverno, estacdo seca de abril a setembro.

A precipitacdo anual situa-se entre 1.000 a 1.400 mm (ALVARES et al., 2014). Em
laboratério, os propéagulos foram desinfetados com &gua destilada e detergente neutro sendo

suas medidas de comprimento, massa fresca e didmetro obtidas com paquimetro digital e fita
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métrica calibrada (TOGNELLA et al., 2019). O didmetro do hipocotilo do propagulo foi obtido
em trés regibes, basal, média e superior. Os resultados obtidos de massa fresca e as medidas de
comprimento e didmetro de cada propagulo nas vérias datas de coleta estdo sendo apresentados
neste estudo.

Os dados biométricos dos propagulos foram submetidos a andlise estatistica para
caracterizacdo das amostras por meio de medidas de posi¢do central (média), dispersdo (desvio
padrdo, coeficiente de variacdo), além dos valores minimo e maximo para definir o intervalo
de confianca dos dados. Os dados foram testados quanto a normalidade pela anélise de Shapiro-
Wilk. Estimativas de correlacdo entre as caracteristicas avaliadas (comprimento e didmetro;
comprimento e massa fresca) foram determinadas pela Correlacdo Linear de Pearson. Essas
estatisticas foram empregadas com a finalidade de caracterizar o banco de dados e verificar a
sua adequacdo para o estudo do dimensionamento amostral por método deterministico ou a
necessidade de uso de método por simulacdo bootstrap (SCHMILDT et al., 2017; CHIRARA
e HESTERBERG, 2019)

2.1 Dimensionamento amostral

Considerando que a maior parte das amostras dos propagulos ndao apresentou
distribuicdo normal dos dados, os dados de massa fresca, comprimento e das medidas de
diametro dos propagulos foram empregados na simulacdo bootstrap, técnica estatistica mais
apropriada (CHIRARA e HESTERBERG, 2019). O tamanho amostral inicial para a simulagéo
foi considerado como adequado de acordo com critério estabelecido por Good (2013) no qual
0 autor estabelece que o tamanho da amostra para estudos confiaveis aplicando simulacao
bootstrap deve ser de no minimo 100 observagdes.

Para as simulagdes, envolvendo cada caracteristica dos propagulos e para cada época de
coleta, utilizou-se a estimac&o intervalar via bootstrap pelo ou por intervalo percentil (GOOD,
2013; CHIRARA e HESTERBERG, 2019). Foram planejados 40 tamanhos de amostra para
cada caracteristica envolvendo cada data de coleta, sendo o tamanho de amostra inicial
estimado para aplicagdo em dez propagulos, a partir deste valor foram realizados incrementos
de dezena a dezena até atingir 400 propagulos.

Foram realizadas 4.000 simulacdes para cada tamanho de amostra planejado em cada
caracter, executadas por meio de reamostragem e atendendo as recomendagdes de Rosner
(2016). Para cada amostra simulada foi estimada a sua média. Assim, foram obtidas 4000
estimativas da média. Em seguida, calculou-se a amplitude do intervalo de confianca em 95%
(IC 95%), determinado pela diferenca entre o percentil 97,5% e o percentil 2,5% para cada

tamanho de amostra, sendo estes resultados plotados graficamente. O préximo procedimento
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determinou o tamanho de amostra (nimero de propéagulos) para a estimacdo da média de cada
caracteristica para cada época de coleta. Para essa simulagdo empregando o tamanho inicial
(dez propagulos), considerou-se como tamanho de amostra o nimero de propagulos a partir do
gual as médias se mantiveram dentro do limite do intervalo de confianca a 95% (QIAN, 2017).

Finalmente, foi realizada a Analise de Covariancia para dados linearizados da equagéo
com modelo potencial da relacdo entre o tamanho amostral e o coeficiente de variacdo a fim de
verificar se as diferentes caracteristicas usadas como covariavel ndo alteravam o intercepto e a
inclinacdo da curva. Verificando-se que os dois pardmetros da equacgdo ndo sdo alterados pelas
covariaveis. Portanto utilizou-se, conjuntamente, medidas dos CVs e dos tamanhos de amostra
para construcdo do dbaco a partir do qual o pesquisador pode determinar o tamanho amostral
para sua pesquisa.

As andlises estatisticas e os graficos foram realizados com auxilio do programa R
versdo 4.2.0 (R Development Core Team, 2022).

2.2 Tamanho 6timo de parcela

Para a determinacdo do tamanho 6timo de parcela (top = Xo) utilizou-se 0 método
proposto por Hatheway (1961), conforme equagéo a seguir, aplicando-o apenas os dados de
massa fresca dos propagulos.

Xo = 3/2(t, + t;)2CV2/]d? (Equacdo 1)

Na Equacéo 1, os valores do coeficiente de heterogeneidade (b) de Smith (1938) e o
coeficiente de variacdo (CV) foram obtidos por simulacéo bootstrap, com 4000 reamostragens,
conforme Celanti et al. (2016a). A variavel d corresponde a precisdo experimental e
compreende a diferenca entre as médias dos tratamentos detectadas como significativas em
nivel de 5% de probabilidade e expressa em porcentagem da média geral. O t; é o valor tabelado
de t para testes de significancia (teste bilateral a 5%), com gl graus de liberdade; t,, é o valor
tabelado de t, bilateral, correspondente a um erro de 2 (1- p), com gl graus de liberdade, sendo
p = 0,80, a probabilidade de se obter resultados significativos (Schmildt et al. 2016). Os valores
tabelados da distribuicdo de t foram obtidos com gl graus de liberdade do residuo, em funcédo
dos I tratamentos e J repeticdes, sendo gl = (1) (J — 1) para experimento em Delineamento
Inteiramente Casualizado (DIC) e gl = (I - 1) (J — 1) para experimentos em Delineamento em
Blocos Casualizados (DBC).

Nas simulacdes, os critérios para as combinacfes determinaram como 0 menor nUmero
de tratamentos sendo igual a trés (I = 3), este valor minimo de tratamentos foi selecionado
considerando que, a deteccdo de diferenca entre duas médias j& possa ser feita pela anélise de
variancia ou pelo teste t de Student, abordado no dimensionamento amostral desta pesquisa;
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como o menor nimero de repeti¢des igual a 2 (r = 2), por ser este 0 minimo para se detectar o
erro experimental; e, os | tratamentos e as J repeticdes foram combinados de tal forma a
proporcionar no minimo 20 parcelas por experimento, conforme recomendado por Pimentel
Gomes (2009). Seguindo os pressupostos descritos anteriormente a primeira simulacéo foi
composta por: | = 3 tratamentos e J = 7 repeticdes, o que forneceu 21 parcelas experimentais.

Em algumas situacBes experimentais, ha necessidade de se avaliar mais de um
parametro. Para isto, 0 pesquisador lanca médo do esquema experimental fatorial para o
delineamento experimental, via de regra, DIC ou DBC. Salienta-se que o top num DIC sera o
mesmo para experimentos com um fator ou mais de um fator avaliado porque os valores de t
tabelados serdo 0s mesmos nos dois casos. Pelo método de Hatheway (1961), os valores de t
dependem dos gl do residuo, que no caso serdo 0s mesmos ja que os gl dos | tratamentos sdo
iguais ao somatério dos gl dos fatores e suas interagdes (PIMENTEL-GOMES, 2009; ZAR,
2010). O mesmo raciocinio vale para os casos de experimentos em DBC. Entretanto,
reforcamos que, os esclarecimentos feitos para experimentos em esquemas fatoriais ndo séo
validos para experimentos em esquema de parcelas divididas, pois nestes ha mais de um residuo
experimental o que aumenta a complexidade, ndo sendo alvo desta publicacao.

Quando o pesquisador avaliar o experimento, ele podera analisar varios caracteres,
destrutivos e/ou ndo destrutivos. Cada caracteristica podera demandar um tamanho de parcela
(Xo) diferente, (BOYHAN, 2013; CELANTI et al., 2016a; CELANTI et al., 2016b;
SCHMILDT et aL. 2016), e, portanto, avaliando-se varias caracteristicas havera diversos
tamanhos de parcela. No entanto, quando o pesquisador instala o experimento, ele tera que se
definir por apenas um tamanho de parcela. Neste trabalho, a definicdo sobre a tomada de
deciséo para o tamanho de parcela se da em funcdo do valor do CV da amostra de propagulos.
A determinacdo do X, foi feita para apenas uma caracteristica, isto €, a de maior CV dentre
aquelas analisadas. Isto é valido porque usando o método de Hatheway (1961), com simulagéo
bootstrap, a Unica incognita serd o CV contido na Equagdo 1. Este depende de qual
caracteristica esta em avaliacdo, visto que a precisdo (d) e o nimero de repeticdes (J) séo
definidos pelo pesquisador. Os valores de t sdo tabelados e fixos em fun¢do do nimero de
tratamentos e repeticdes e, o valor do indice de heterogeneidade (b) € igual a unidade, conforme
demonstrado por Celanti et al. (2016a).

Os dados foram analisados utilizando-se 0s recursos computacionais do software R
versdo 4.2.0 (R Development Core Team, 2022). Por envolver uso de simulac@es, aplicou-se o
comando set.seed a fim de garantir que 0 mesmo propagulo fosse usado para calculo do top
em DIC e em DBC. Por se tratar de uma variavel aleatoria discreta, o top foi apresentado por

namero inteiro, adotando-se o arredondamento para inteiro superior (CELANTI et al., 2016b).
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3. Resultados e Discussao

As medidas de tendéncia central, de variabilidade e o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk resultantes da avaliacdo das cinco caracteristicas de propagulos maduros de Rhizophora
mangle L. coletados em seis diferentes épocas sdo apresentados na Tabela 1. O comprimento
médio dos propagulos esteve em torno de 26 cm para todas as épocas de avalia¢do, com valor
minimo de 11,7 cm e maximo de 44,0 cm. Valores estes verificados na coleta realizada em
fevereiro de 2019, época que também apresentou a maior variabilidade dos dados com CV em
torno de 20 %. Apesar da média de comprimento se manter constante nas diferentes coletas, a
variabilidade foi diferente, o que também foi verificado em outros estudos. Simpson et al.
(2017) observaram CV em torno de 10,0% para 0s manguezais da Fl6rida, distinto da variacao
reportada por Smith e Snedaker (1995) de 15,40% de variacdo nesta mesma regido. Por outro
lado, Rabinowitz (1978), nos seus estudos no Panama, registrou o maior coeficiente de
variagdo, isto &, 24,28%.

Para a massa fresca dos propagulos, a maior variabilidade também se deu nos
propagulos na coleta de fevereiro de 2019 com CV de 43,85% (Tabela 1), semelhante a
variabilidade verificada por Rabinowitz (1978). A massa fresca média foi muito variavel em
funcgdo da época de coleta, sendo o valor minimo registrado de 13,57 g na coleta de novembro
de 2018 e 0 maximo de 22,24 g na coleta de abril de 2016. Apesar desta discrepancia nos
valores médios, a mesma se encontra dentro do esperado para a dindmica populacional da
espécie R. mangle, pois a massa média pode variar de acordo com a época do ano (TYAGI,
2003). Rabinowitz (1978) também registrou massa média em torno de 14 g para propagulos
coletados no Panama, resultado obtido no periodo chuvoso daquele pais, entre abril e
novembro. A maioria dos autores, no entanto, tem verificado peso fresco médio em torno de
20 g (MCKEE, 1995; SMITH; SNEDAKER, 1995; SIMPSON et al., 2017), semelhante ao
observado neste trabalho para a maioria das épocas de coleta.

Em relacdo ao didmetro dos propagulos avaliados neste estudo, os maiores valores
médios se situam na base (diametro basal) sendo em torno de 1,4 cm (Tabela 1), semelhantes
ao verificado por Smith e Snedaker (1995) e Profitt e Travis (2010).

Ainda referente a analise descritiva dos dados, o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
mostra que apenas o didmetro basal apresentou distribui¢do normal dos dados nas diferentes
épocas de coleta (Tabela 1). Diante deste diagndstico, a determinacdo do tamanho da amostra
envolveu a simulacdo bootstrap percentil como recomendado por Schmildt et al. (2017) e o
tamanho 6timo de parcela pelo método de Hatheway (1961), também empregando simulagéo

bootstrap.
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A Figura 1 mostra que existe correlacéo linear significativa (Correlacdo de Pearson, p
valor < 0,01) entre as caracteristicas medidas e, especialmente r > 0,70, entre as medidas do
didmetro nas diferentes posicdes do propagulo (mediana, basal e apical). Estes resultados nos
levam a concluir que ndo h& necessidade de se aferir os didmetros nestas trés porc¢des do
propagulo por ocasido da caracterizagdo das amostras, sendo necessaria apenas uma das trés
medidas de didmetro; recomendamos a por¢do mediana. A correlacdo entre massa e
comprimento de propagulos também se mostrou significativa (r = 0,823, p < 0,01), semelhante
ao observado por Souza et al. (2003) que encontraram correlacdo de 0,97 e significativa (p <
0,01).
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Tabela 1: Descri¢do do tamanho da amostra de campo (n) com os valores de minimo (Min), méximo (Max) e as analises estatisticas envolvendo a
média (X), desvio padrao (s), coeficiente de variagao (CV) e teste de normalidade de Shapiro-Wilk (SW) para cinco caracteristicas avaliadas em propagulos
maduros de Rhizophora mangle L. coletados em diferentes épocas na foz do rio Itatinas

Comprimento (cm)

Epoca de coleta N Min Max X S CV (%) swY
Abril de 2014 132 16,50 34,60 25,77 3,50 13,58 0,3673
Marco de 2015 551 12,30 41,50 25,04 4,81 19,19 <0,05
Abril de 2015 248 13,00 42,00 26,31 4,85 18,44 <0,05
Abril de 2016 200 15,50 39,00 27,15 3,89 14,32 <0,05
96
Novembro de 2018 20,00 35,05 25,88 3,35 12,95 <0,05
497
Fevereiro de 2019 11,70 44,00 25,18 491 19,51 0,1974
Massa fresca (g)
Epoca de coleta n Min Max X S CV (%) SwW1/
Abril de 2014 132 7,50 29,50 18,14 4,45 24,51 0,7515
Marco de 2015 551 5,50 46,90 18,17 6,40 35,24 <0,05
Abril de 2015 248 6,00 49,00 19.99 6,60 33,02 <0,05
Abril de 2016 200 8,31 39,50 2224 5,98 26,87 <0,05
Nov. de 2018 9 7.85 23.79 13,57 4,01 2954 <0,05
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Fev. de 2019 497 3,04 39,50 16,01 7,02 43,85 <0,05

Diametro da base (mm)

Epoca de coleta n Min Max X s CV (%) SW1/

Abril de 2016 200 10,40 18,00 14,29 1,21 8,44 0,1414

Fev. de 2019 497 5,30 18,20 10,64 1,84 17,31 0,1956

Didmetro do meio (mm)

Epoca de coleta n Min Max X s CV (%) SW1/

Abril de 2016 200 9,80 16,20 12,82 1.35 10,54 0,4440

Fev. de 2019 4971 6,10 14.30 9,57 172 18,01 <0,05

Diametro da ponta (mm)

Epoca de coleta : Min Max X S CV (%) SwW1/

Abril de 2016 200 5,60 10,60 7.7 137 15,64 <0,05

Fev. de 2019 497 3,50 8,50 6,01 0,76 12,65 < 0,05
1/ Valor p do teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
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Figura 1: Coeficiente de Correlagdo de Pearson (diagonal inferior) e diagrama de Dispersdo (diagonal
superior) dos dados de comprimento, massa fresca e diametros dos propagulos de Rhizophora mangle L. Circulos
em verde correspondem aos dados de 200 propagulos coletados em abril de 2016 e aqueles em laranja aos 497

propagulos coletados em fevereiro de 2019.

3.1 Dimensionamento amostral

Para a demonstracdo do tamanho amostral em fungéo das diferentes precisdes amostrais
simuladas, utilizou-se a carateristica massa fresca. O tamanho da amostra para massa fresca de
propagulos coletados em fevereiro de 2019, com erro assumido de 10% em torno da média, é de
75 propagulos (Figura 2). A amplitude do intervalo de confianga de 95% diminuiu gradativamente
com o acréscimo do tamanho da amostra (nimero de propagulos), o que revela aumento da
precisdo na estimacdo da média. Nota-se também que a média bootstrap estimada para cada
tamanho de amostra é invaridvel (CHIRARA; HESTERBERG, 2019), o que credencia a analise
grafica para determinacdo do tamanho da amostra de cada caractere, para diferentes erros

amostrais assumidos em torno da média.
93



=
o
] 75 propagulos sdo adequados para estimar
5 meédia de massa fresca, com amplitude
de 95% de intervalo de confianga
o igual a 10% da estimativa da média
—_ s S
G | ® e
o O g
8 ° 000
b .. OOOOQ 000 o)
= ®%00se < 0" 000000%gp0000 -
< 00000000000000000000000035e853
g S N g e ENE|jEEEEEEEN .I.III.IIIIII.I.I.I.I..I
p=T AAAAAAAAA AAAAAAAA
o AaAyaAa AARANARAALRAAR
AAAAA‘ AN VAV VAP VAR AYAVANS Y/ NS VAN
aAA i AAAAA AV apn®
A
i B
AA D A Minimum
ol A : 4 Percentile 2.5
| B Mean
| ® Percentile 97.5
| © Maximum
|
I | | | |
0 100 200 300 400

Nuamero de propagulos

Figura 2: Descrigdo do comportamento da simulacdo dos valores de massa fresca (g) dos propéagulos de

acordo com valores: a Minimo, A Percentil 2,5%, n Média, ® Percentil 97,5% e C Maximo das 4.000
médias de massa fresca de propagulos, obtidos por amostragens em diferentes tamanhos de amostra (10, 20, 30, ...
400 propagulos) a partir de 497 propagulos de Rhizophora mangle L.

Os tamanhos de amostra a partir do intervalo de confianca do bootstrap percentil das
4,000 estimativas de média para os diferentes erros em torno da média sdo apresentados na Tabela
2. Como demonstrado, o tamanho da amostra diminui com reducédo da precisao, isto é, ocorre
aumento do erro em torno da média (Figura 2). Desta forma, avaliando os propagulos coletados
em fevereiro de 2019, ao ampliar a margem de erro aceitavel de 10% para 15%, o tamanho da
amostra requerido decresce de 75 para 33 propagulos. Comportamento similar foi registrado
também na avaliacdo da massa fresca de frutos de maracuja silvestre (SCHMILDT et al., 2017) e
em caracteres vegetativos e reprodutivos de plantas de linho (CARGNELUTTI Filho et al., 2018).

Na comparagdo entre as caracteristicas avaliadas, o tamanho da amostra requerido é maior
para massa fresca em relagdo as medidas de comprimento e didmetro, dentro da mesma faixa de
erro amostral. O mesmo comportamento fora observado por Cargnelutti Filho et al. (2012) na

avaliagdo para a massa fresca e medidas de comprimento e didmetro de feijdo de porco e mucuna
cinza.
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Tabela 2: Tamanho de amostra experimental (nUmero de propéagulos) para estimacdo da média de cinco caracteristicas de propagulos maduros de
Rhizophora mangle L., para as amplitudes do intervalo de confianca de 95% considerando margem de erros de 5 %; 10 %; 15 %; 20 % e 25 % da estimativa
da média, com base em propagulos coletados em seis épocas na foz do rio Itatinas

Erro (%)
5 10 15 20 25
L 110111141 )
Abril de 2014 29 8 4 2 2
Marco de 2015 57 15
Abril de 2015 53 14
Abril de 2016 32 8
Novembro de 2018 27 7
Fevereiro de 2019 59 15 7 4 3

e

Abril de 2014 95 24 11 6 4
Margo de 2015 192 48 22 12 8
Abril de 2015 170 43 19 11 7
Abril de 2016 113 28 13 8 5

Novembro de 2018 138 35 16 9 6
Fevereiro de 2019 297 75 33 19 12

Diametro da base (mm)

Abril de 2016 12 3 2 1 1
Fevereiro de 2019 47 12 6 3 2

Epoca de coleta

w ~ o~
NN B D
N NN W w

PR 21 .1 § 0 o1 Lo 1

Abril de 2016 18 5
Fevereiro de 2019 50 13

B Diémetrodapontatm)

Abril de 2016 56 14 7 4 3
Fevereiro de 2019 25 7 3 2 1
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Somente com 0s caracteres biométricos (Tabela 2) ha dificuldade para se definir o
tamanho da amostra empregando-se propagulos de R. mangle nos experimentos ex situ. Das
analises surgem trés questionamentos que precisam ser ponderados para as tomadas de decisGes
e que buscamos responder. O primeiro é definir qual a caracteristica vai balizar o tamanho da
amostra. Nesta situacdo, orientamos que se defina pela caracteristica que apresentar maior
variabilidade, que no presente estudo foi a massa fresca, tendo sido também recomendado em
outros estudos envolvendo espécies distintas (CARGNELUTTI Filho et al., 2012, 2018;
SCHMILDT et al., 2017). Haja vista a distin¢do entre os tipos de sementes (forma e tamanho)
entre todos os estudos, podemos afirmar que a massa fresca € um bom estimador para definir o
tamanho amostral com maior assertividade. Sob o ponto de vista experimental ndo ha problemas
em se basear na biomassa por se tratar de uma caracteristica com alta correlagao linear com 0s
demais aspectos morfol6gicos avaliados nos propéagulos (Figura 1).

A segunda abordagem € sobre qual a preciséo deve ser usada para a defini¢cdo do tamanho
amostral. Neste caso, a resposta esta nos anseios do pesquisador que ira definir a precisdo de
acordo com seu interesse (SCHABARUM et al., 2018). Isto envolve decisdes éticas em relagdo
as espécies mais vulneraveis, custo do experimento e dificuldades operacionais. Como salientado
anteriormente, experimentos mais precisos requerem ampliar o tamanho da amostra, por outro
lado, maior sera a probabilidade de ocorrer diferencas significativas entre os tratamentos.

A terceira questdo envolve a variavel climatica; nossos resultados apresentam coletas em
condi¢Oes de precipitacdo diferente (final de periodo seco, inicio de periodo Umido, entre outros)
e indicam que o regime de precipitacbes durante a ontogénese do propagulo implica em
variabilidade distinta nos mesmos caracteres morfoldgicos (Tabela 1), resultando nos diferentes
tamanhos de amostra observados para cada periodo (Tabela 2). Estudos mostram que em regides
tropicais, o desenvolvimento fenoldgico dos propagulos é controlado principalmente pela
precipitacdo e disponibilidade de 4gua no solo (SINGH e KUSHWAHA, 2005, COURALET et
al., 2013). Van der Stocken et al. (2017) avaliaram o periodo de abscisdo dos propagulos das
espécies de mangue no mundo. Os resultados encontrados pelos autores mostram que existe uma
relacdo significativa entre a precipitacdo e temperatura, com os propagulos sendo liberados
majoritariamente no periodo chuvoso. Esta relagdo entre a abscisao dos propagulos e precipitacao
também foi relatada nos estudos de Fernandes (1999) e Nadia et al (2012) no Brasil. Tem sido
sugerido que os propagulos sdo liberados durante periodos em que os fatores ambientais sdo
6timos para o crescimento e desenvolvimento das plantulas (DUKE et al., 1984), que podem ser
especificos da espécie e do local. A liberacdo preferencial na estacdo chuvosa pode ser
considerada uma estratégia vantajosa para a espécie, pois propicia a dispersdo dos propagulos por

hidrocoria (FERNANDES et al., 2007). Uma vez que as atividades antropogénicas influenciarao
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cada vez mais essas caracteristicas, recomendamos que o fator clima seja levado em consideragédo
para a definicdo do tamanho amostral. Este aspecto na decisdo implicard na variabilidade que o
pesquisador tera com a amostra coletada.

Apos essas decisdes, pode ocorrer ainda que a variabilidade entre as caracteristicas
morfol6gicas observada por um conjunto de propagulos em outra localidade, medida pelo
coeficiente de variacdo da massa fresca, possa ndao ser nenhuma das apresentadas nesta pesquisa
(Tabela 1). Neste caso, o pesquisador ficaria sem resposta. Desta forma, uma solucdo pode ser a
modelagem estatistica (GOTELLI; ELLISON, 2013).

Com base nos 18 valores de CV (Tabela 1) considerados como variavel independente e
nos 18 valores de cada margem de erro (5%, 10%, 15%, 20% e 25%) como variavel dependente
(Tabela 2), buscamos o melhor ajuste aos dados e registramos a relacdo do modelo potencial.
Aplicando analise de covariancia, apés linearizacdo dos dados, verifica-se que o intercepto e a
inclinacdo ndo se mostram diferentes estatisticamente (p > 0,05) usando a massa fresca como
variavel e as medidas de comprimento e didmetro como covariavel e, assim, pode-se compor o
abaco (Figura 3).

Para exemplificar a utilizacdo do abaco, uma amostra de propégulos coletados
aleatoriamente e considerando o coeficiente de variacao igual a 35 %, assumindo erro de 10 %, o
tamanho da amostra sera de 50 individuos. Assim, num experimento com apenas dois tratamentos,
desde que ndo envolva delineamentos experimentais, 0 consumo sera de 100 propégulos.

Além do &baco, os resultados permitiram a elaboracdo de equacgdes que auxiliassem nas
tomadas de decisBes caso haja dificuldades na estimativa do tamanho da amostra experimental
pelo uso do &baco (Figura 3 e Tabela 3). Novamente exemplificando, uma coleta de propéagulos
envolvendo coeficiente de variacdo de 32%, a amostra experimental consumiria 159 propéagulos
por tratamento, caso assuma alta precisdo com 5% de erro em torno da média. Caso o pesquisador
tenha coletado apenas 200 propagulos e o experimento constar de dois tratamentos, o nimero de
propagulos sera insuficiente, pois serdo necessarios 318 propagulos, devendo ser complementado
com uma nova coleta ou, entdo, assumir menor precisao. Neste exemplo, alterando a margem de
erro para 10% em torno da média, serdo requeridos 40 propagulos por tratamento, totalizando 80
propagulos no experimento. Situacdo semelhante a essa foi relatada por Souza et al. (2003) que
coletaram 33 ou 34 propagulos por local de coleta e concluiram que esse tamanho de amostra ndo
era suficiente para uma analise significativa de variacdo no tamanho dos propagulos e optaram

por fazer uma coleta suplementar.
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Figura 3: Abaco da determinacio do tamanho da amostra de propagulos de Rhizophora mangle L. para
instalacdo de experimentos a partir do coeficiente de variacdo do peso fresco dos propagulos, considerando erro de
estimativa de 5%, 10%, 15%, 20% e 25% em torno da média.

Tabela 3: EquacGes estimadas para determinacdo do tamanho da amostra (nex,) de
propagulos de Rhizophora mangle L. na instalagdo de experimentos para diferentes erros de
estimativa (5%, 10%, 15%, 20% e 25%) em torno da média.

Erro (%) Equacdo R?
5 Nexp (59 = 0,17284CY 196819 0,9999
10 Nexp (10%) = 0,05067CV 192502 0,9950
15 Nexp (15%) = 0,03057CV 183868 0,9988
20 Nexp (200%) = 0,02309CV 175585 0,9945
25 Nexp (25%) = 0,02632CV 159407 0,9860

3.2 Tamanho o6timo de parcela

O método de Hatheway (1961) foi empregado para a elaboracdo do tamanho 6timo de

parcela (top) com base nos resultados de coleta dos propagulos de R. mangle (Tabela 4). A

determinagdo do tamanho 6timo da parcela foi elaborada para experimentos com propagulos

levando-se em conta delineamentos inteiramente casualizado (DIC) e em blocos casualizados
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(DBC). Exemplificando a utilizagdo da Tabela 4, supondo um experimento em DIC com 10
tratamentos (I = 10) empregando seis repeti¢es (J = 6) com alta precisdo (d = 5%) em torno
da média, cada parcela experimental tera top de 201 propagulos e o experimento todo envolvera
a coleta de 12060 propagulos, que é o resultado de (1)(J) (top). Percebe-se que um experimento
com esta formulacdo € praticamente invidvel. Se o pesquisador diminuir a precisdo, por
consequéncia havera declinio do top. Caso opte por usar uma precisao de 20%, o top sera 13
propagulos por parcela e 0 experimento todo consumira 780 propagulos.

Verifica-se que na comparacdo entre DIC e DBC, para um mesmo I, mesmo J e mesma
d, o maior top serd para 0 DBC, para experimentos de tamanho menor, o que também fora
constatado por Celanti et al. (2016b). Assim, numa situacdo com | = 4 tratamentos, J = 5
repeticbes e com precisdo d = 5%, usando o delineamento DIC, o top seré de 262 propagulos.
Enquanto a mesma decisdo para 0 método DBC resultara num top de 274 propéagulos por
parcela. Entretanto, com o0 aumento do tamanho do experimento, a diferenga nos top entre DIC
e DBC ¢é reduzida ou até inexistente. Considerando o exemplo anterior dado para o DIC, com
I = 10 tratamentos, J = 6 repeti¢des, precisdo de d =5 % e, portanto, 60 parcelas no experimento,
0 top serd o mesmo tanto para DIC quanto para 0 DBC em quaisquer das d precisdes, isto &,
desde 5 % até 25% (Tabela 4).

Os resultados definidos para os top (Tabela 4) implicam em tomadas de decisdes para
experimentos instalados usando propagulos coletados aleatoriamente em cada sitio e sem
prévia selecdo para tamanho e peso, apenas selecionados com a eliminagéo dos propagulos com
danos, como j& orientado para padronizagdo em pesquisas (SOUZA et al., 2003). A tabela 4
agiliza a execucdo dos experimentos por auséncia de determinagédo dos caracteres morfologicos
e permitindo manter acurécia nas decisfes. Recomendamos sua utilizagdo em experimentos em
larga escala que demandaria maior esforco na determinagdo da biometria.

Por outro lado, no caso de experimentos em que haja necessidade de selecionar os
propagulos por tamanho ou peso, o top sera sempre menor do que 0s apresentados na Tabela
4, mas servird como um referencial. Num experimento em esquema fatorial em experimentos
DIC, com I = 10 tratamentos (Fator A =5 niveis e fator B = 2 niveis) e com J = 6 repetices,
Simpson et al. (2017) usaram 18 propagulos por parcela, o que, se considerar os resultados
desta pesquisa, corresponde a precisao entre 15 e 20% em torno da média. No entanto, como
0s pesquisadores padronizaram os propagulos por peso, a precisdo do experimento foi bem
maior, com d < 15%.

As analises deste estudo, com base no conjunto de amostras coletadas,
contribuem para as tomadas de decisbes com maior acuracia no desenvolvimento de

experimentos ex situ com a espécie R. mangle. Dada a similaridade entre os propagulos do
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género (TOMLINSON, 1986) incentivamos a aplicacéo das tabelas, abaco e modelos para as

demais espécies da Familia Rhizophoracea.

Tabela 4: Tamanho 6timo de parcela, pelo método de Hatheway (1961) para
experimentos com propagulos de Rhizophora mangle L. em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e em blocos casualizados (DBC) considerando diferentes niumeros de
tratamentos (1), repeticdes (J) e com diferentes precisdes (d) em torno da média.

DIC DBC

d=5% 1%% 1%% 2%% 2ds% d=5% 1%% 1%% 2%% 2%%
3 7 185 47 21 12 8 196 49 22 13 8
4 5 262 66 30 17 11 274 69 31 18 11
4 6 213 54 24 14 9 21 56 25 14 9
4 7 180 45 20 12 8 185 47 21 12 8
5 4 331 83 37 21 14 343 86 39 22 14
5 5 256 64 29 16 11 262 66 30 17 11
5 6 209 53 24 14 9 213 54 24 14 9
5 7 177 45 20 12 8 180 45 20 12 8
6 4 323 81 36 21 13 331 83 37 21 14
6 5 251 63 28 16 11 256 64 29 16 11
6 6 206 52 23 13 9 200 53 24 14 9
6 7 175 44 20 11 7 177 45 20 12 8
7 3 445 112 50 28 18 457 115 51 29 19
7 4 318 80 36 20 13 323 8 36 21 13
7 5 248 62 28 16 10 251 63 28 16 11
7 6 204 51 23 13 9 2060 52 23 13 9
7 7 173 44 20 117 175 44 20 11 7
8 3 437 110 49 28 18 445 112 50 28 18
8 4 314 79 35 20 13 318 8 36 20 13
8 5 246 62 28 16 10 248 62 28 16 10
8 6 203 51 23 13 9 204 51 23 13 9
8 7 172 43 20 11 7 173 4 20 11 7
9 3 431 108 48 27 18 437 110 49 28 18
9 4 311 78 35 20 13 314 79 35 20 13
9 5 244 61 28 16 10 246 62 28 16 10
9 6 201 51 23 13 9 203 51 23 13 9
9 7 171 43 19 1 7 172 43 20 11 7
10 2 710 178 79 45 29 728 182 81 46 30
10 3 426 107 48 27 18 431 108 48 27 18
10 4 309 78 35 20 13 311 78 35 20 13
10 5 243 61 27 16 10 244 61 28 16 10
10 6 201 51 23 13 9 200 51 23 13 9
10 7 171 43 19 11 7 171 43 19 11 7
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DIC DBC
o d=5% 1%% 1%% 2%% 2?3% d=5% 1%% 1%% 2%% 2%%
15 2 661 166 74 42 27 668 167 75 42 27
15 3 412 103 46 26 17 413 104 46 26 17
15 4 302 76 34 19 13 303 76 34 19 13
15 5 239 60 27 15 10 240 60 27 15 10
15 6 198 50 22 13 8 198 50 22 13 8
15 7 169 43 19 11 7 169 43 19 11 7
20 2 638 160 71 40 26 642 161 72 41 26
20 3 405 102 45 26 17 406 102 46 26 17
20 4 299 75 34 19 12 299 75 34 19 12
20 5 229 58 26 15 10 220 58 26 15 10
20 6 190 48 2 12 8 190 48 22 12 8
20 7 162 41 18 11 7 162 41 18 11 7
25 2 625 157 70 40 25 628 157 70 40 26
25 3 401 101 45 26 17 401 101 45 26 17
25 4 297 75 33 19 12 297 75 33 19 12
25 5 236 59 27 15 10 236 59 27 15 10
25 6 196 49 22 13 8 196 49 22 13 8
25 7 168 2 19 11 7 168 42 19 11 7
30 2 617 155 69 39 25 618 155 69 39 25
30 3 398 100 45 25 16 398 100 45 25 16
30 4 295 74 33 19 12 206 74 33 19 12
30 5 235 59 27 15 10 235 59 27 15 10
30 6 195 49 22 13 8 195 49 22 13 8
30 7 167 2 19 11 7 167 42 19 11 7
35 2 611 153 68 39 25 612 153 68 39 25
35 3 396 9 44 25 16 396 99 44 25 16
35 4 294 74 33 19 12 205 74 33 19 12
35 5 235 59 27 15 10 235 59 27 15 10
35 6 195 49 22 13 8 195 49 22 13 8
35 7 167 2 19 11 7 167 42 19 11 7

4. Consideracoes finais

Os resultados obtidos neste estudo visam auxiliar a definir tamanho amostral e

quantidade de propagulos de Rhizophora mangle L. a serem utilizados em experimentos ex situ.
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Pesquisas que ndo envolvem delineamento experimentais, o gasto de material
propagativo é determinado pela estimacao intervalar bootstrap para saber a quantidade a ser
utilizada o pesquisador deve consultar o0 dbaco e as equagGes apresentadas neste estudo para

gue o dimensionamento seja feito em funcdo dos erros tolerados em torno da média.

O método de Hatheway (1961) mostrou-se adequado para a determinagdo do tamanho
6timo de parcelas para instalagdo de experimentos nos delineamentos inteiramente
casualizados (DIC) e em blocos casualizados (DBC) para experimentos ex situ com R. mangle
e os valores a serem utilizados como referéncia foram calculados em funcdo do nimero de

tratamentos, de repeticdes e precisdo experimental.
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6. Apéndices

Apéndice 1: Macro e micronutrientes com suas concentragdes utilizadas na solugédo

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950) a meia forca.

Volume total de solucdo nutritiva (% forca)

Solucdo estoque Concentragéo /L 10L 100L 250L
Sal g/L 1mL/L 5mL 50mL 125mL
KH2PO4 136,09 5mL/L 25mL 250mL 625mL
Macronutrientes KNO3 101,11 5mL/L 25mL 250mL 625mL
CA(NO3)2 236,11 2mL/L 10mL 100mL 250mL
MgSO4 246,48 1mL/L 5mL 50mL 125mL
H3BO3 2,844
CusO4 0,075
Micronutrientes MnSO4 2,13 mL/L SmL 50mL 125mL
NH4MO 0,018
ZNSO4 0,374
FeEDTA NSECDIEA 234?‘:‘,’53 imL/L 5mL 50mL 125mL
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Apéndice 2:

Termos usados no teste JIP obtidos a partir do transiente de fluorescéncia da clorofila a (O-J-I-
P) de acordo com Strasser et al., (2004), Yusuf et al., (2010).

Parametros de fluorescencia

Descrigao

Dados extraidos do transiente de fluorescéncia OJIP

FO
FK = F0,3ms

FJ =F2ms
FI = F30ms

FP = F300ms
Parametros técnicos
FO = F0,05ms

FM

FV=FM -FO

MO =dV/dt0 =[4 (F300us ~FO)/(FM —FO)]

VJ = (F2ms —F0)/(FM —FO0)
VI = (F30ms —F0)/(FM —FO0)

Rendimento quantico e eficiéncias
({PO = TRO/ABS = (FM —FO)/FM
=1-(FO/FM)
yEO0 =ETO0/TRO =1-VIJ
©E0 =pPOWEO= (TRO/ABS)(ETO/TRO) =

ETO/ABS = (1-FO/FM)(1-VJ)
D0 = DIO/ABS = 1-¢P0 = FO/FM]

8RO = REO/ETO = (1-VI)/(1-VJ)

@RO = REO/ABS = ¢P0 yE0 5RO

RC/ABS = (RC/TRO)(TRO/ABS) = (VI/MO)
(FVIFM)

Fluxos especificos de energia

ABS/RC = M0/VI]/oP0

TRO/RC = MO/VJ

_ETO/RC = (MO/V)yEOQ = (MO/Vj)(1 - V)
Indices de desempenho

PIABS=RC/ABS
[eP0/(1—@PO)][WwE0/(1-yE0)]

PITotal = PIABS [5R0 /(1- 5R0)]

Fluorescéncia minima
Intensidade da fluorescéncia no ponto K aos 300 ps do transiente OJIP

Intensidade da fluorescéncia no ponto J aos 2 ms do transiente OJIP
Intensidade da fluorescéncia no ponto | aos 30 ms do transiente QJIP
Intensidade maxima da fluorescéncia no ponto P aos 300 ms do transiente OJIP

Fluorescéncia inicial

Fluorescéncia maxima

Fluorescéncia variavel

Taxa liquida de fechamento do fotossistema I1.

Fluorescéncia variavel normalizada no ponto J (2 ms).
Fluorescéncia variavel normalizada no ponto | (30 ms).

Rendimento quantico fotoquimico méximo para fotoquimica primaria.
Probabilidade de um éxciton capturado de se mover para além de QA ~

Probabilidade de um féton absorvido tem de se mover além de QA.

Rendimento quantico fotoquimico para dissipacao de calor.

Eficiéncia/ Probabilidade que um elétron do intersistema mover-se para o
lado aceptor do FSI.

Rendimento quéntico para redugdo dos aceptores finais do FSI por foton
absorvido.

Centros e reagdo redutores de QA por clorofila na antena do FSII.

Fluxo de absorcéo por centro de reacéo ativo.
Fluxo de energia capturada por centro de reacéo ativo.
Fluxo de elétrons transportados por centro de reacéo ativo.

indice de desempenho (potencial) para conservacdo de energia desde éxcitons
capturados até a reducdo dos aceptores de elétrons do intersistema.

indice de desemdpenho (potenpiaé) para conservacéo de energia de um
éxciton capturado para reducdo dos aceptores finais do FSI.
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Apéndice 3: Ao comparar o desenvolvimento radicular das plantulas de R. mangle ao
final do experimento n&o foi observada uma redugdo significativa da biomassa das raizes, este
resultado pose ser explicado pelo tipo de raiz que foram desenvolvidos pelas plantulas nas
diferentes concentra¢bes de aluminio (Figura 1), as plantulas que cresceram no tratamento
controle tiveram o desenvolvimento normal do Sistema radicular , ja as plantulas que cresceram
na concentragdo 2200 pu mol L™ tiveram crescimento excessivo das raizes de sustentacdo em

detrimento das de absorcéao ( Figura 1A-D).

Figura 1: A: Emisséo das raizes ap6s 7 dias de cultivo; B: Raizes do tratamento controle apds 90 dias de

cultivo; C: raizes das plantulas do controle (0 u mol Lt de Al) apés 270 dias de cultivo; D: raizes das plantulas
cultivadas por 270 dias no tratamento 2200u mol L de Al.
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