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“O Mangue nasce, cresce, viceja, floresce, renova
aquece, 0 Mangue tece;0 Mangue sobe e desce,
salga, cerca, refresca, protege, 0 Mangue veste,

e tudo mais que o Mangue faz serve...”

Chico Maranhao

Dedico este trabalho para todos os protetores dos manguezais, para todos que sobrevivem e vivem neste
ecossistema; para os guardides e seres que protegem essas florestas Unicas. Dedico aos meus Protetores.

Dedido a minha familia.
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RESUMO

Manguezais sdo ecossistemas Unicos que fornecem indmeros servicos ecossistémicos. Porém no
periodo do antropoceno vem sofrendo com indmeros estresses que vdo além da sua capacidade
suporte. Um desses estresses sdo as contaminagdes por petréleo e seus derivados. Principalmente nas
arvores exclusivas dos manguezais que ndo a base que sustenta todo o ecossistema. Nosso trabalho
teve como objetivo descobrir lacunas do conhecimento sobre a interacdo mangue e contaminantes ao
redor do mundo, bem como usar metodologias ecofisiologicas para entender como contaminantes
derivados do petrdleo interferem na vitalidade das folhas de Rhizophora mangle. Desta forma
utilizamos variaveis de fluorescéncia da clorofila para investigar danos foliares, destacando técnicas
e variaveis mais precisas para isto. E, em seguida, comparando os efeitos destes mesmos
contaminantes em folhas de R. mangle. de diferentes manguezais com caracteristicas hidrogréaficas
contrastantes. Assim definimos que a gasolina € o contaminante que mais afeta a vitalidade das folhas
de R. mangle e que a variavel Piabs ¢ a variavel da fluorescéncia, ela indica o indice de performance
da fluorescéncia que é mais adequada para inferir sobre os dados do contaminante nas folhas.

Palavras chaves: Manguezais, Cienciometria, Ecofisiologia vegetal, Hidrocarboneto
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ABSTRACT

Mangroves are unique ecosystems that provide numerous ecosystem services. However,
during the Anthropocene, they have been subjected to various stresses that exceed their carrying
capacity. One of these stresses is contamination by oil and its derivatives, particularly affecting
the exclusive trees of mangroves, which serve as the foundation for the entire ecosystem. Our study
aimed to identify knowledge gaps regarding the interaction between mangroves and contaminants
worldwide, as well as to employ ecophysiological methodologies to understand how oil-derived
contaminants interfere with the vitality of the leaves of Rhizophora mangle. To this end, we utilized
chlorophyll fluorescence variables to investigate foliar damage, highlighting the most precise
techniques and variables for this purpose. Subsequently, we compared the effects of these same
contaminants on the leaves of R. mangle from different mangroves with contrasting hydrographic
characteristics. We determined that gasoline is the contaminant that most significantly affects the
vitality of R. mangle leaves, and that the variable Piabs is the chlorophyll fluorescence variable
that best indicates the performance index of fluorescence, making it the most suitable for inferring

data regarding the contaminant in the leaves.

Keywords: Mangroves, Scientometrics, Plant Eco-physiology, Petroleum
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INTRODUCAO GERAL

Estima-se que os manguezais tenham surgido a cerca de 60 milhdes de anos onde
atualmente encontra-se a Asia, tendo se dispersado por duas rotas, uma dissipando pela Atual
Oceania e a outra pelo extinto mar de Thetys, chegando assim na Africa de nas Américas (de
Melo et al 2011). Pelos registros fosseis, principalmente paleopalinoldgicos, ha evidéncias de
que estes ecossistemas suportaram inimeros estresses nos periodos glaciais e interglaciais,
como avancos e recuos dos mares, mudancas de temperatura e salinidade do ambiente (Duke,
2002 a; Sierra, 2011). Assim, as plantas que naturalmente habitam os manguezais se
adaptaram as estruturas e funcionamentos que conhecemos hoje, com morfologia e fisiologia
Unicas, com raizes do tipo pneumatoforos, folhas com caracteristicas xeromorficas, estruturas
que excretam sal e outras substancias. Essas caracteristicas lhes permitem suportar variaces
do regime de mareés, alta salinidade, temperatura elevada e diferentes aportes de agua doce,
dependendo dos niveis de precipitacdo (Schaeffer- Novelli et al 1990; Schaeffer- Novelli,
1999; Pascoalini et al 2014; Soares e Pereira, 2021).

Atualmente os manguezais vem perdendo substancialmente areas no Brasil e no
mundo e de forma crescente, 61.5% dessas perdas causadas por acBes antrdpicas, o restante
por acdes de mudancas climaticas ou ambientais, o que indiretamente pode ser causado por
efeitos antropicos, Embora exista esforcos para conter a destruicdo deste ecossistema, a
porcentagem de perda € 2,3 vezes mais rapida que a recuperacdo de areas degradadas (
Mapbiomas 2020; Instituto Chico Mendes 2018). No ano de 1983 estimavam-se as areas de
florestas de mangue brasileiras em 25.000 Kmz2,000km?; no ano de 1997 esta estimativa passou
a ser de 13.400 Km2 (Valiela et al 20010 estado da Bahia tem cerca de 6,4% de seu territdrio
ocupado por areas de florestas de mangue, sendo o quarto maior estado com a presenca deste
ecossistema no pais (Instituto Chico Mendes, 2018, Mapbiomas 2021), estas estdo distribuidas

de forma irregular e descontinua ao longo de toda a costa.

No Brasil, os primeiros impactos humanos em ambientes de mangue provavelmente
foram ocasionados por cagadores-coletores, que usavam recursos existentes nos manguezais
como fonte de proteina, por meio da extracdo de animais que ficam aderidos as raizes de
mangue, coletando peixes e cacando mamiferos, além da coleta de barro para moldar artefatos
a serem utilizados para as mais diversas finalidades e madeira para o fogo (Dean, 1996). A

exploracdo dos manguezais foi intensificada com a chegada dos primeiros europeus a partir
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de 1500. Inicialmente utilizados apenas para a extragdo de peixes e proteinas, a
disponibilidade de madeira como de Paubrasilia echinata fez com que esses ambientes
servissem como portos e fortificacGes de defesa para os portugueses e franceses (Dean 1996),
como exemplo dessa utilizagdo temos a Baia de Guanabara, que era utilizada como
observatorio pela corte portuguesa para evitar pirataria. Observando 0s povos originarios, 0s
europeus viram, além da madeira em si, a possibilidade de uso de substancias capazes de curtir
0 couro e impermeabilizar redes de pesca e madeira, comecando assim um intenso processo
de exploragcdo da Rizophora mangle, conhecida popularmente como mangue vermelho
(Sofiatti, 2023).

Embora sejam areas de rica biodiversidade de diversos grupos, no que diz respeito as
espeécies vegetais, em todo o planeta as florestas de mangue apresentam somente cerca de 54
espécies vegetais, pertencentes a 16 familias, em sua composicdo (Sandylan e Kathiresan,
2012). No Brasil sdo encontradas apenas seis, das 54 espécies exclusivas para o ecossistema,
sendo elas: Avicennia germinans, A. schaueriana, Laguncularia racemosa, Rhizophora
mangle, R. harrisonii e R. racemosa, (Schaffer-Novelli et al 1990). Devido a sua resisténcia e
resiliéncia R. mangle é uma das espécies mais abundantes ao longo da costa brasileira,
possuindo caracteristicas xeromorficas, de folhas com densas cuticulas, limbo verde escuro,
parénquima espesso, além de um propagulo com grande reserva energética (Grahan 1964;
Instituto Chico Mendes, 2018; Souza e Lorenzi, 2019). Individuos adultos dessa espécie sdo
facilmente reconhecidos por suas raizes de sustentacdo, que a fazem parecer um candelabro

invertido.

Mesmo apresentando uma ampla capacidade de adaptacdo aos ambientes estressantes
dos manguezais, os individuos de R. mangle, assim como ocorre com todas as espécies de
mangue do mundo, tém sido afetadas diretamente pela perda da qualidade ambiental, muito
em fungéo da exposicédo a diversos tipos de contaminantes. Entre esses contaminantes, os
derivados de petroleo, tanto cru quanto refinado tem chamado atencdo de pesquisadores do
mundo todo. Estima-se que mais de 5 mil toneladas de derivados de petréleo sejam lancadas
ao mar por ano (ITOPF, 2020), causando danos que véo desde o sufocamento das raizes de
mangue, até a contaminagéo da fauna e flora dos manguezais, sendo esses danos muitas vezes
irreparaveis (Duke, 2016, 2002b; Santos et al 2011; Billah et al 2022).

Com a chegada das manchas de 6leo no litoral do nordeste brasileiro entre agosto de
2019 e janeiro de 2020, uma fonte extra de pressao foi estabelecida para as areas de manguezal

dessa regido. Mais de 5000 toneladas de residuo foram coletadas e removidas das praias,
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manguezais e recifes de coral brasileiros (Brum et al 2020, Magris, 2020), sendo a presenca
do poluente observada em mais de 1000 localidades (IBAMA, 2020). No litoral baiano todos
0S municipios que abrigam areas de manguezais foram atingidos, e a presenca de fragmentos
do petroleo dentro dessas areas ainda pode ser observada, mesmo ap6s inimeros esforcos da
comunidade em geral para a remog¢do. Acredita-se ainda que parte desse petréleo possa estar
preso as areas costeiras rasas, aos sedimentos, ou estruturas duras, e podem ser ressuspendidos
a partir de eventos meteorologicos, levando o 6leo novamente de volta a coluna d’agua
(Lourenco et al 2020). Novos processos de contaminacdo podem ocorrer pelos fragmentos que
se desprendem, ou ainda pela fragdo soltvel, que é liberada lentamente enquanto esse material
estd em contato com a agua. Dentro do manguezal em si, a contaminacdo é de dificil
mensuracdo, uma vez que as porcoes de 6leo ficam aderidas as raizes das plantas e misturam-
se ao substrato lodoso do ambiente, tornando praticamente impossivel a sua retirada. Ao nos
debrucarmos sobre as implicacdes desse contaminante sobre as areas de manguezal, outras
questdes relativas aos derivados de petrdleo sao suscitadas, como por exemplo, qual seria o
dano causado por combustiveis de embarcacbes que facilmente transitam por areas de
manguezal. Combustiveis estes que dependendo da atividade que é exercida préximo aos
manguezais podem aparecer em maior ou menor quantidade, como a gasolina e o 6leo diesel,

por exemplo, que sdo utilizados em barcos pesqueiros e de turismo.

Diante de tais inquietacdes, a presente tese de doutorado foi elaborada em trés
capitulos, buscando entender o efeito de derivados de petrdleo sobre a fisiologia de folhas de
R. mangle sobre a perspectiva da desidratacdo foliar e fluorescéncia da clorofila. Uma vez que
a fisiologia vegetal € um ramo da Botanica que nos ajuda a entender o efeito do estresse nas

plantas de uma forma répida e as vezes pouco invasiva para 0 organismo como um todo.

O primeiro capitulo baseia-se em uma revisdo cienciometria onde busca-se 0
levantamento do conhecimento sobre os efeitos do petroleo e dos seus derivados, em espécies
de mangue. Para tanto, levanta-se informacdes sobre o que foi publicado nos ultimos 20 anos
(2000-2020) sobre esse tema. O segundo capitulo, busca testar uma metodologia para estudos
sobre o0 efeito da fracdo soltvel de petroleo cru e derivados de petroleo sobre a fisiologia foliar
de R. mangle, e no terceiro capitulo esta metodologia é aplicada buscando estudar a fisiologia

foliar de R. mangle com ocorréncia em trés manguezais em diferentes estados de conservacao.
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CAPITULO 1:

Mangroves contamination by oil spills: a scientometric review

Abstract

In tropical and subtropical oceanic coastal regions, mangroves stand out as a unique forest
ecosystem, exhibiting distinct morphology and physiology that allow them to cope with tidal
regimes and salinity variations. Its tree species have unique characteristics, the result of
thousands of years of adaptation to changes on the planet. However, mangroves are
threatened by human disturbances, with pollution from oil and its derivatives being one of
the main threats today. With the aim of addressing the effects of these contaminants on
mangrove trees around the world, we opted for a scientometric analysis of what has been
published on the relationship between mangrove tree species and oil pollution in the period
2000-2020. Specifically, we seek to answer the following questions: i) How many articles
are there relating mangrove trees and contaminants over a period of 20 years? ii) Where do
accidents occur most often and what types of contaminants are derived from oil? iii) Which
area of botanical knowledge is most used to understand the effect of oil contaminants on
mangrove trees? ? Armed with these questions, we emphasize the lack of publications on the
subject, especially ecology and genetic studies. Another point is the alert for crude oil
refining areas, as these are the areas where most accident studies have occurred at different
times, which could make contamination by oil and its derivatives a chronic situation in these
locations.

Keywords: pollution; fossil, fuel, plant physiology, plant anatomy, plant ecology, plant
genetics
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Introduction

Mangrove is a name given to a tropical and sub-tropical coastal forest ecosystem
dominated by high selective and restricted groups of plant species, usually trees. The species
that form the mangroves share euryhaline ecophysiological systems - adapted to variations
in salinity (Schaeffer-Novelli, 1999; de Melo et al 2011; Instituto Chico Mendes, 2018). In
addition to salinity, the occurrence of mangrove forests is directly related to temperature,
coinciding with the distribution pattern of warm sea currents (Duke, 1992). The tree richness
of mangroves is low in most regions where this ecosystem is found. However, arboreal
richness increases when it comes to the Austro-Asian portion, known as the center of origin
of mangroves (Robertson & Alongi, 1992; Schaeffer-Novelli, 1999).

As coastal plant species adapted to oceanic environments, mangrove trees are
inherently exposed to pollution from high tides (Sandilyan & Kathiresan, 2012). Studies
indicate that salinity tolerance and symbiosis with other living beings (Nansingh & Jurawan,
1999) make mangrove species become phytoremediators and bioaccumulators (for example,
Zaier et al 2010; dos Santos Garcia et al 2017; dos Santos Garcia et al 2018). However, other
studies claim that the intensity of the sea regime and the constant arrival of contaminants in
mangroves can cause irreversible damage, from mutations in propagules to various problems
in plant tissues (e.g. Duke et al 2002; Naidoo et al 2016). Once damage to trees is lethal, the
entire ecosystem is doomed to disappear, as the flora-fauna relationship in these
environments is mutually dependent (Santos, et al 2019).

Mangroves play a significant role globally, providing essential ecosystem services,
serving as a shelter, feeding and nesting area for animal species, in addition to acting as blue
carbon sequesters (Barcellos et al 2019). In addition, studies show that silt sediments, as well
as large mangrove roots, function as plastic and microplastic sinks in the long term (Martin

et al 2020). These ecosystems are among those in which there are intra- and interspecific
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relationships, between coastal environments, making it a complex ecosystem. This
complexity makes mangroves more resilient to adverse conditions, whether natural or
anthropogenic However, like any system, there is a tolerance limit to withstand the
disturbances. The more intense and frequent these disturbances are, the lower the balance
between species and individuals will be, making the system increasingly weakened
(Schaeffer-Novelli, 1999; Schaeffer-Novelli et al 2000). The spillage of contaminants is one
of the types of disturbances to which mangroves are subjected.

Oil is an example of a contaminant responsible for causing major environmental
disasters, especially in marine-coastal environments (e.g. spills off the coast of Northeastern
Brazil between August 2019 and January 2020) (Naidoo et al 2010; Duke, 2016; ITOPF,
2019; Magris, 2020). Of fossil origin, oil is formed when a thin layer of organic matter is
buried with rocks and exposed to high temperatures for a long period of time either in
maritime or terrestrial areas (Meinschein, 1959; Welte & Yukler, 1981; PETROBRAS,
2021). Due to its origin from organic matter, crude oil contains various types of
hydrocarbons in its composition, some similar to those found in living organisms and others
modified by physical-chemical processes (Meinschein, 1959). The modification in the
structure of these hydrocarbons makes them important environmental disturbances and can
cause serious damage to the ecosystems where they are found (Duke et al 2002; Moradi et
al 2020).

Due to the importance and urgency of the topic, we believe that it is necessary to
compile publications on the subject to fill in knowledge gaps and help future research. We
used scientometrics as it helps us understand these gaps and makes a quantitative analysis of
the periodicity of production on the subject using computational and statistical tools. Due to
high publication rates, methodologies like this are used more frequently to group works in

the areas of medicine and sociology and are still little explored when it comes to aquatic
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environments. However, some more current publications draw attention to this topic (e.g.
Lewis et al 2011; Gao et al 2022; Billah et al 2022).

In view of the recurrent exposure of marine ecosystems to contaminants, the aim of
this study is to carry out a scientometric review on a global scale on the effects of oil-based
contaminants in mangroves and the gaps in knowledge and research on this topic. The
published articles were analyzed in a quantitative and qualitative way, informing the
development of publications on the topic in question over the years (Hood & Wilson, 2001).
In this way, we sought to find gaps that could contribute to new research and thus help in the
conservation of tree species in mangroves. Specifically, we seek to answer the following
questions: i) How many articles are there relating mangrove trees and contaminants over a
period of 20 years? ii) Where do accidents occur most often and what types of contaminants
are derived from oil? iii) Which area of botanical knowledge is most used to understand the
effect of oil contaminants on mangrove trees?

Methodology

We performed a search for articles gathered in the databases of the Web of Science
and Scopus platforms with the following keywords: “mangrove*” AND “o0il pollution” OR
“marine oil pollution” OR “pollution by hydrocarbons” OR “0il” OR “petroleum”. For
better refinement, we marked a time period between the years 2000-2020, selecting articles
only in English and excluding gray literature.

After collecting articles on the platforms, the data obtained underwent filtering where
duplicate articles were removed and then information was compiled from them; DOI (Digital
Object Identifier), names of authors, title, year and country of publication for such activities,
the Bibliometrix package was used (Aria et al 2017). After the automatic classification
carried out by the package (Bibliometrix), the process of reading the articles began,

following the pattern illustrated in the PRISMA diagram (www.prisma-statement.org.) (Fig
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Fig. 1 PRISMA scheme listing the steps for the selection of articles and the exclusion criteria.

After screening, the title and abstract were analyzed and articles that did not meet the
criteria presented in figure 1 were excluded. Finally, the remaining articles were read and, if
the established inclusion criteria were met (e.g. location, methodology described, species
exclusive to mangroves, contaminants from oil) were incorporated into the final database.

With the selection of articles completed, for better classification of the articles
studied, information was collected and classified such as better visualize the results. These
show, with greater clarity, the genera of the species studied, the countries where the samples
were collected, the number of studies per year, and the parts of the plants used in the studies.
Finally, based on the methodology used in each article, we classify the studies into four

macro-areas of knowledge: Anatomy, Ecology, Physiology and Genetics (Table 1).
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Because the articles analyzed had limited data on the systematic and conservation
status of the mangrove species, we conducted a complementary search on the Kew Garden
website (http://apps.kew.org/herbcat/navigator.do) and the red list of IUCN threatened
species (https://www.iucnredlist.org/) (Table 2). With regard to species, we separated the
case studies as different species that were studied; thus, we had a greater coverage of the
studied genus and methodologies used by the articles.

Table 1. Definition of macro areas of studies and methodological factors that influenced the selection

of articles.
Macro-areas of study  Description

Genetics Effects of contaminants on DNA and/or RNA, or proteins.

Anatomy Effects of contaminants on tissues and organelles of mangrove
species

Physiology Effects of contaminants on mangrove germination, growth and
development

Ecology Studies dealing with conservation, of mangrove areas

contaminated by oil pollutants.
In order to better visualize the objectives, we separated the methodologies by
mangrove tissues studied, that is leaves, roots, propagules and whole plant (when the whole

plant or most of the vegetative part of the plant was used).

Results
Bibliometric Survey
Observing the publications over the years (Fig 2) four peaks were noticed of

publications that, occurred after environmental disasters (e.g. 2010 and 2016).
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Fig 2. Number of publications per year, showing an increasing trend in the number of publications

Genus and Species Survey

In the selected articles we found information for 11 genus and 20 mangrove tree
species. However, we observed that some genres (possibly because they have a wider
distribution) are more frequent in the studies: Aegiceras (13 case studies), Avicennia, (30
case studies), Bruguiera (15 case studies), Kandelia (13 case studies), and Rizophora (16
case studies), (Table 2). According to data published by the ITUCN, most mangrove tree
species are categorized as “least concern”, that is, they are not at risk of extinction. However,
there are species for which these data do not exist, that is, their conservation status is not
known (Table 2).

Table 2. Data from the five most representative genus in data collection, being the name of the
species found in the review search material, as well as their global distribution (Kew Garden, 2023)
and the species' global conservation status according to the IUCN. When; LC (Least Concern) and
NA (No data found) (IUCN, 2023).

Genus Distribution Family Species Conservation
status
Aegiceras Tropical and Primulaceae Aegiceras LC
Gaertn. subtropical Asia to corniculatum
Queensland, Australia
Kandelia Tropical and Rhizophoraceae Kandelia obovata LC

Wight & Arn subtropical Asia
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Kandelia candel LC
Bruguiera From Kenya to Combretaceae Bruguiera NA
Thouars/ sin. KwaZulu-Natal and gymnorrhiza
Lumnitzera West Pacific
Willd. Lumnitzera LC
racemosa
Rhizophora L.  Tropical and Rhizophoraceae Rhizophora LC
subtropical regions mangle
Rhizophora LC
mucronata
Rhizophora LC
racemosa
Rhizophora NA
harrisonii
Rhizophora LC
apiculata
Avicennia L.  Tropical and Acanthaceae Avicennia marina  LC
Subtropical regions
Avicennia
schaueriana LC
Avicennia
germinans LC
Avicennia
corniculata NA

Survey contaminants

In the articles kept for analysis, six types of contaminants of petroleum origin.
Contaminants ranged from water-soluble portions PAH -Polycyclic aromatic hydrocarbons)
and TPH (total hydrocarbons), refined contaminants (diesel oil, lubricating oil and BHT
(Butylated Hydroxytoluen)), in addition to the spillage of crude petroleum oil itself.
Considering the countries that had the most locations sampled in the studies, three stand out;
China (50 case studies), Brazil (19 case studies) and South Africa (13 case studies) (Fig 3).
We emphasize that we only count the sites where the materials were collected and not the

laboratories where they were processed and analyzed.
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Fig 3. Contaminants by country, found in the 106 case studies of the 57 articles analyzed in this
study. Identified by the colors of the bars, the following contaminants are illustrated: TPH (total
hydrocarbons), PAH (polycyclic aromatic hydrocarbons) and BHT (butylated hydroxytoluene).
Countries are described by acronyms; SAf (South Africa), SAr (Saudi Arabia), Aust (Australia), Br
(Brazil), Ch (China), USA (United States of America), Ind (Indonesia), Ir (Iran), Mex (Mexico) and
Nig (Niger).

Survey macro-areas of studies
Among the macro-areas of studies, we observed that most case studies fall into the
area of physiology (85 case studies), followed by anatomy (6 case studies), ecology (9 case

studies) and last genetics (4 case studies) (Fig 4).
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Fig 4. Macro-areas of studies by plant genus; where case studies (articles) were categorized
according to the methodology with the genera of the species found.
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The number of articles that portray the macro-area Plant Physiology was greater than
the other macro-areas, in this sense it was subdivided into more specific areas, seeking to
facilitate the understanding of the data. These areas were named as; growth and development
(when relating the effect of the pollutant on the growth and development of plants or
propagules), phytoremediation (when the topic is the potential for phytoremediation or
bioaccumulation of a given mangrove species to the contaminant) and germination (when
the effect of the pollutant is analyzed as a pollutant in the germination of the species'
propagules) (Fig 5).
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Fig 5. Categorization of the macro-area plant physiology, differentiating according to the
methodological approach used in each study.

Survey of part of the plants used

Among the four categories of plant parts, the most used was the whole plant (47 case
studies), followed by roots (28 case studies), propagules (17 case studies) and leaves (12
case studies) (Fig 6). Aiming at having a broader view of the methodologies used, in order
to find gaps, we list the macro-areas of studies in a graph, with the parts of the plants used
by genus of the species studied (Fig 5). With this graph we also observe the predominance
of plant physiology more evident in case studies with whole plant and roots (34 and 26
respectively) on the other hand we observe that in genetics the 4 case studies found are with
whole plant and propagule (3 and 1 respectively). Ecology, on the other hand, we only found
works with whole plant, since these studies dealt with remote sensing and/or restoration of

areas degraded by pollutants. Another fact that we observed is the predominance of the use
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of leaves in methodologies in the macro-area of plant physiology.
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Fig 6. Graph illustrating the relationship between the types of methodologies found (macro study
areas) with the parts of the plants studied from different genera. Where: leaves studies using only the
leaves, roots, studies using only the roots, propagule, studies using only the propagule and whole
plant studies where the plant as a whole is studied, from the leaf to the roots, sometimes excluding
reproductive parts.

Discussion

For the first time, a scientometric study was carried out relating contaminants derived
from oil, with only arboreal species from mangroves on a global scale. Considering the
importance of mangroves, especially tree species exclusive to this ecosystem for their
maintenance, just 51 articles in 20 years, is a worrying number, considering that the use of
petroleum derivatives on a global scale is not decreasing. Considering other reviews on
pollution in this ecosystem, it is confirmed that there are few articles published on the topic
(e.g. Billah et al 2022; Gao et al 2022).

Spikes in publications were detected shortly after oil spills (for example, accidents in

Guanabara Bay, Brazil, in 2002, and another in the Gulf of Mexico, in 2010). On the other
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hand, the biggest environmental disaster that has ever occurred in Brazil was the spill of
crude oil along the entire Northeast coast, published regarding the topic of this review, in
question. This accident affected and still affects the entire food web (De Santana Campelo
et al 2021), in addition to the local economy such as coastal communities that live off fishing,
extractivism and tourism (Magris et al 2020, ITOPF, 2023). In a survey of oil spill cases
from 2000 to 2020, 27 accidents were recorded, predominantly in tropical regions. However,
only in four of these disasters was the presence of the contaminant found in mangroves
(ITOPF, 2023). Comparing the location of these accidents with the literature researched for
the database of this review, it is clear that none of these locations where accidents occurred
have been studied to the point of generating scientific works. Furthermore, even when it
comes to the presence of other pollutants in mangroves, the number of published works is
scarce, as demonstrated in scientometric reviews for plastics and microplastics (e.g.
Manullang et al., et al 2020; Deng et al., et al 2021). It is worrying, since several coastal
communities and riverine communities live in subsistence extractivism in these ecosystems
(Instituto Chico Mendes, 2018), which can be directly or indirectly contaminated through
the consumption of animals collected in the areas, in addition to the leaves of the plants
themselves being used as condiments in foods of traditional communities (Andrade et al

2013; Chowdhury et al 2021).

Based on research carried out in the media and at ITOPF (The International Tanker
Owners Pollution Federation Limited), it is observed that incidents are published years later,
reaching the deadline of only having complete information about the impact after a decade.
An example of this was a significant oil spill that occurred in the Niger Delta in 2008 and
studies on the impacts on mangrove trees only began to appear in 2016, with Naidoo &

Naidoo, 2016) (Fig. 2). Another case of this delay in publishing the impacts of these
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contaminants, mainly on trees, is the crude oil spill that occurred on the Northeast coast of
Brazil in 2019. This disaster was considered the largest in Brazil (Magris, 2020), but by the
deadline collection of articles, nothing on the topic covered here was published.

It is understood that it is important to know the impacts in the medium and long term,
but it is of great value to know the impacts immediately after the accidents. The country
with the largest number of studies and the greatest volume of data on contamination by
petroleum material was China. Probably due to the number of factories in the country,
environmental disasters may occur more frequently. An example is the contamination of
mangrove trees by BHT (Butylated Hydroxytoluene), in factories producing vegetable,
cosmetic and cleaning products (Miguel, 1992).

Brazil is the second largest country in terms of number of studies, probably because
it has an extensive coastal area (IBGE, 2012). Furthermore, oil extraction and refining
activities (PETROBRAS, 2021) increase the probability of environmental disasters with
these contaminants (e.g. Spills in Guanabara Bay in Rio de Janeiro in 2000 and 2005)
(Acselrad & Melo, 2002). With these spills, contamination also occurred with polycyclic
aromatic hydrocarbons and total hydrocarbons (PAH and TPH respectively) (Lewis, et al
2011; Billah et al 2022), the contaminants that were found most in case studies for the
country (n=55). These contaminations can occur due to the release of spilled crude oil into
the environment, and are likely to become more prevalent in the environment. The existence
of PAH and TPH are indicators that contamination of crude oil originating from petroleum
has already occurred in the region, as these are part of its composition, and their quantity can
vary between the oil sources and the time in which the contamination occurs (Meinschein,
1959; Billah et al 2022). Most case studies are related to investigations on impacts arising
from the accidental spillage of crude oil in areas close to mangroves (e.g. Chindah et al 2011;

Dealtry et al 2018; Hughes et al 2018; among others).
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When it's about the most studied tree genus, we have the Avicennia species with 31%
of the case studies. In this case, what happens may be due to the distribution and quantity of
species, which are found in abundance throughout the world(KEW, 2023; IUCN, 2023). These
species are widely used for studies with contaminants ranging across large areas of botany,
predominating in physiology in bioaccumulation research in countries such as China and
Saudi Arabia (e.g. studies such as those by Li et al 2017; Bashir et al 2017; EI_Maradny, 2021;
among others). Studies of this nature may be common in these areas as they are countries with
high oil extraction as well as its refinement and use to produce manufactured goods.

On the other hand, genus with very restricted distribution such as Acanthus L.,
Ceriops Arn. and Eichhornia Kunth (KEW, 2023) present few studies and consequently few
publications (n=5). These genus are also used as study objects for bioaccumulation and
phytoremediation (Obogu et al 2019; Whang et al 2014; respectively). However, some studies
seek to understand the effect of crude petroleum oil on the growth and development of species
in these genus (Zhang et al 2007; Ke et al 2011; Harisam et al 2018). Studies of this nature
can help us understand how species behave with contamination in addition to the degree of
lethality of the pollutant.

While mangroves play an important role in maintaining coastal environments,
especially the trees that build the landscapes. These organisms arouse great curiosity among
ecophysiology researchers due to their unique characteristics and adaptations to the
environment in which they live (Pascoalini et al 2014). Probably due to this interest, we have
a greater number of studies in plant physiology than in other areas (around 82% of case
studies). Among these studies, the majority (34 case studies) focus on whole plant
physiology (e.g., Dealtry et al 2018; Verane et al; 2020; EI-Maradny et al 2020), while only
one article deals with restoration (macro-area ecology) (Connolly et al 2020). Thus, we found

a gap to be filled in studies related to the ecology of mangroves affected by petroleum
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contaminants, as well as the use of reproductive structures and leaves as material to be
analyzed with the aforementioned methodologies. Although in recent years, there has been

a trend of increasing research related to the focus of this review.

Final considerations:

At the end of this work, we concluded that there are few articles on the subject,
highlighting the number of 51 articles in 20 years, tree species that are exclusive to a single
ecosystem. In addition, we can observe that where most accidents occur are in crude oil
refining sites, where it is observed by reading the works and comparing them with
journalistic research, some places have a recurrence of these accidents, which can become
chronic contamination. We also observed that the use of physiology is the most used area of
knowledge, probably, knowing how species function when faced with the stress of
contamination can help to find mitigating measures in the future. On the other hand, genetics
and ecology are areas of knowledge that are little used, which could be further explored and
thus better address a topic that lacks more information and studies, mainly to try to find ways
to reduce the effect of oil on mangrove trees.
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CAPITULO 2:

Influéncia de contaminantes derivados do petrdleo no teor de 4gua e na eficiéncia

fotoquimica de folhas de Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae)

Resumo

Manguezais sdo ecossistemas florestais costeiros Unicos das regides tropicais e
subtropicais, proporcionando inimeros servigos ecossistémicos. Em todo mundo o género
Rhizophora spp se destaca pela sua ampla distribuicao, sendo Rhizophora mangle

L. uma das espécies com maior ocorréncia e distribuicdo. Esse estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos do tempo de exposicdo a fragcdes solGveis de quatro contaminantes
derivados do petrdleo na vitalidade de folhas destacadas de R. mangle. Bem como,
identificar se a metodologia de desidratacdo € eficiente para analisar danos causados pela
exposicao aos contaminantes e por fim qual variavel da florescéncia de clorofila a é mais
eficiente para avaliar tais danos. Folhas de R.mangle foram expostas a cinco tratamentos:
controle, fracdo soltvel de 6leo cru, fracdo sollvel de diesel, fracdo soltvel de 6leo de
motor dois tempos ( 6leo de motor dois tempos acrescido de gasolina) e fracdo soltvel de
gasolina) durante 3h, 6h, e 24h. Apds a exposicdo aos contaminantes, em 24 e 48h as
folhas foram pesadas e a fluorescéncia da clorofila a avaliada, para ensaio de desidratacao
foliar Apos andlises conclui-se que a partir do tempo de exposicdo 6h, a gasolina é o
contaminante que mais afeta a vitalidade das folhas. Além disso, a desidratacdo funcionou
como uma ferramenta funcional para avaliar danos nas folhas, tendo o indice de
performance Piabs como varidvel mais eficiente para detectar os resultados de ambos os

ensaios.

Palavras chaves: Mangue, exposicéo, desidratacdo, hidrocarbonetos
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Introducéo

Os manguezais sdo ecossistemas florestais localizados restritamente nos tropicos
e subtropicos e tem como origem a regido asiatica, ha cerca de 60 milhdes de anos (Sierra,
2011; Instituto Chico Mendes, 2018 e Sofiatti, 2023). Estes ecossistemas estdo entre 0s
mais produtivos do planeta Terra, sequestrando quase dez vezes mais carbono do que uma
floresta temperada (Mossman et al 2022). Quando se trata de biomassa abaixo e acima do
solo, o estoque de carbono em manguezais chega a ser significativamente maior do que a
floresta Amazoénica (Mcleod et al 2011; Instituto Chico Mendes, 2018). Além da
contribuicdo para 0 sequestro e 0 estoque de carbono, esses ecossistemas apresentam
papel importante para fornecimento de outros servigos ecossistémicos para as populagoes
que vivem ao seu entorno, desde servicos de provisao até culturais (Instituto Chico
Mendes, 2018).

No entanto, as florestas de mangue, assim como as demais florestas tropicais do
mundo, encontram-se diante de grande pressdo antropica (Wright 2005, Giam 2017).
Estima-se que as areas de manguezais ocupam cerca de 137.760 kmz, correspondendo a
0,7 % do total de florestas tropicais do mundo (Giri et al 2011). Cerca de 11 % das areas
de florestas de mangue estdo inseridas no territério da América do Sul, mas drasticamente
reduzidas ao longo do tempo (FAO, 2000). Atualmente estima-se uma dréstica
diminuicdo das areas anteriormente cobertas por manguezais atribuida ao crescimento
populacional, aquicultura, desenvolvimento industrial e urbano, e, mais recentemente, as
mudancas climaticas globais (Alongi, 2002; Douglas, 2020; Bryan-Brown et al 2020).

Com o0 aumento da temperatura decorrente do aquecimento global, sdo previstos
0 aumento do nivel do mar, ocasionando erosdo costeira, bem como o avango dos
manguezais para 0 continente, quando possivel, implicando em problemas hidricos e
competicdo com outras espécies poderdo ser fatores limitadores a conservagdo desses
ecossistemas (Pereira & Gomes, 2021). Alem do aumento no nivel do mar, variacées no
regime de chuvas podem ocasionar mudangas edaficas, promovendo alteracbes na
composicdo das espécies florestais de mangue (Alongi, 2008; Schaffer-Novelli et al
2016). Concomitantemente aos efeitos das mudancas climaticas, existem efeitos de

poluentes nos manguezais, afetando de forma direta ou indireta as espécies de mangue.
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A origem de compostos poluentes que atingem 0s manguezais € diversa, 0S
mesmos chegam a estas areas via continente (e.g. residuos agroindustriais, esgoto
domésticos, efluentes industriais) (Bondin et al 2013; Lorenco et al 2020) ou via oceanos
originados de derramamentos durante o transporte ou extravasamento do motor de
embarcaces (e.g petréleo cru, 6leo de motor contendo como poluentes orgéanicos
permanentes (POPs), hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) ou mesmo petréleo
cru (Naidoo et al 2010; Maiti et al 2013, Duke 2016). Uma vez derramado ao mar, 0
6leo/petroleo se dissipa através das correntes marinhas e, neste processo, pode ocorrer o
intemperismo, mesmo que uma parte seja volatil, moléculas mais pesadas ficam na agua,
(ITOPF, 2024), disponibilizando uma ampla gama de hidrocarbonetos; muitos sdo
compostos leves e com grande potencial de contaminacdo (Meinschein, 1959; Lewis et al
2011; ITOPF,2024). Os HAPs que podem chegar aos manguezais tém como fonte o
derrame de petréleo cru, e materiais refinados, a exemplo dos dleos combustiveis e
lubrificantes, considerados ameacas em potencial para diversos ambientes costeiros e
marinhos, ja que sdo usados em larga escala no transporte maritimo (ITOPF, 2024).

Uma vez em contato com os hidrocarbonetos, 0s mangues (espécies vegetais que
habitam os manguezais) sofrem efeitos imediatos ou a longo prazo (Concawe, 1998),
incluindo a inibicdo da germinacdo de sementes, murchamento, senescéncia e queda de
folhas, seguido por diminuicdo do crescimento e mortalidade das plantas (Levings et al
1997, Zhang et al 2007). A contamina¢do mais comum das plantas por HPAs ocorre
através das raizes e caules. Nas folhas esses compostos derivados do petréleo podem se
acumular, levando a formacdo de moléculas reativas de oxigénio, os quais promovem
danos as membranas bioldgicas (Zhang et al 2007). Além disso, os HPAs podem causar
desarranjos em organelas como os mitocondria e cloroplastos, neste ultimo desintegrando
granas e lamelas, com subsequentes efeitos na fotossintese (Parida et al 2004; Naidoo e
Naidoo, 2017).

A andlise da cinética de emissdo de fluorescéncia da clorofila é uma técnica
amplamente aceita para analisar como alteragdes nos cloroplastos e, principalmente, no
fotossistema 11 (PSII) podem afetar a performance fotossintética (Strasser et al 2004).
Assim, o uso da técnica de analise da emisséo de florescéncia da clorofila pode auxiliar
na deteccdo do estresse ambiental em plantas, principalmente em membranas, as quais
podem ser gravemente afetadas pelos hidrocarbonetos (de Santana Lopes, 2014; Naidoo
e Naidoo, 2017). Em mangues o uso destas analises pode ser destinado a detectar o

estresse vegetal causados por petréleo, antes mesmo de sintomas perceptiveis a olho nu
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(Reinert et al 2016). Naidoo et al (2010) demonstraram em espécies de mangue, que 0S
danos causados por HPAs oriundos de derrames de 6leo cru podem ser observados na
eficiéncia do processo fotossintético como um todo, sendo a eficiéncia quantica maxima
do PSII (razdo Fv/Fm) comprometida logo apds o contato das plantas com os HPAs.

Assim como a razdo Fv/Fm pode demonstrar danos causados pela contaminacao
de hidrocarbonetos em plantas, outras variaveis ligadas a fluorescéncia da clorofila podem
ser bons indicadores, como os indices de performance Piabs e Pitotal, os quais
representam, respectivamente, a conservacdo da energia dos fotons absorvidos pelo
sistema coletor de luz do PSII até a reducéo dos intermediarios de transporte de elétrons
apos o PSlI e a reducdo dos aceptores finais dos elétrons no fotossistema I (PSI) (Strasser
et al 2004). Isso ocorre pelo fato de que esses indices de performance integram mais
etapas da cadeia de transporte de elétrons e permitem uma analise mais detalhada dos
efeitos do estresse ambiental na performance fotossintética e na vitalidade foliar de
plantas em condi¢es de estresse ambiente (Strasser et al 2004).

Peixoto & Peixoto (2009) afirmam que, no tempo inicial, o teor absoluto de dgua
(TAA) é uma variavel que pode indicar estresse em espécies arboreas. O teor relativo de
agua (TRA), por sua vez, tem se mostrado uma métrica significativa para a avaliacdo do
estresse ao longo do tempo. Em estudos relacionados ao estresse hidrico, o TRA revelou-
se uma variavel eficaz, especialmente quando analisada em conjunto com parametros da
fluorescéncia da clorofila a, o que permite uma compreensdo mais aprofundada dos
estresses em tecidos vegetais e, consequentemente, em organelas foliares. Esse
entendimento é particularmente relevante quando se utiliza a desidratacdo letal foliar
como ferramenta experimental (Trueba et al., 2019). No nosso experimento utilizamos a
desidratacdo letal para entender como ocorre o efeito das fragcdes sollveis provenientes
do petroleo nas folhas de R. mangle, se direta em escala de folha (6rgdo) destruindo
tecidos como parénquima e cuticula ou indiretamente, em escala de organela, atingindo
diretamente cloroplastos, como indicado em Naidoo e Naidoo (2017).

Rhizophoraceae é uma das mais antigas e abundantes familias de plantas de
mangue no planeta Terra, tendo cerca de 15 géneros aceitos. Um dos mais conhecidos é
0 Rhizophora L. com 6 espécies amplamente distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais (Kew Garden Herbarium, 2024). Rhizophora mangle L é a espécies mais
abundantes desse género (DeYoe et al 2020). Ela apresenta importante funcdo na
estabilizacdo desses ecossistemas, pois seus individuos conseguem se fixar e se

estabelecer em areas com maior frequéncia de inundagdes, possibilitando a fixagdo de
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outras espécies de mangue (Cunha-Lignon et al 2011). Popularmente conhecida como
mangue-vermelho, suas arvores variam muito de tamanho, conforme a salinidade,
temperatura e disponibilidade de nutrientes, podendo chegar até 50 metros de altura em
manguezais onde as condi¢bes sdo mais favoraveis (Golley et al 1969, Instituto Chico
Mendes, 2018).

Do ponto de vista morfoldgico essa espécie apresenta folhas simples, elipticas,
com bordas inteiras e textura coriacea, com o formato variando de oblongas a obovadas,
com a tonalidade verde escura e com pontuagdes escuras na parte adaxial (Graham, 1964;
Tomlinson, 1986). Porém essas caracteristicas podem ser alteradas tanto por fatores
naturais quanto por fatores antropicos, como a polui¢do. Quando estdo presentes em
manguezais proximos de nucleos urbanos as arvores dessa espéecie se tornam vulneraveis
a uma grande variedade de poluentes. Diversos estudos demonstraram que o petroleo e
seus derivados podem causar mutacbes em mudas e propagulos, desfolhamento e até
mesmo morte de populacdes inteiras (Ellison & Farnsworth, 1996; Naidoo et al 2016).
Porém, pouco se conhece a respeito da relacdo entre a performance fisioldgica de R.
mangle em relacdo a contaminagdo por petréleo.

O presente estudo tem por objetivo avaliar os efeitos de fracdes sollveis de
contaminantes derivados de petrleo no teor de agua e na vitalidade do maquinario
fotossintético de folhas de R. mangle. Oleo diesel, dleo de motor dois tempos e gasolina,
além da fracdo soltvel do éleo cru de petréleo originado do derrame ocorrido em 2019,
na costa do nordeste do Brasil (Magris, 2020), sdo os contaminantes com maior interagdo
com 0s manguezais e, portanto, utilizados no presente estudo.

Acreditamos que as variaveis da fluorescéncia relacionadas com os indices de
performance, por serem mais diretas, sdo mais eficientes para detectar o efeito dos
hidrocarbonetos nas folhas de R.mangle. Outra hipdtese é o uso da desidratacdo bem
como variaveis de teor hidrico sdo importantes ferramentas para aferir o efeito dos
contaminantes nas folhas ao logo do tempo. Os ensaios realizados buscaram avaliar: (i)
os efeitos do tempo de exposi¢cdo aos contaminantes no teor absoluto de &gua e na
vitalidade do maquinario fotossintético de folhas destacadas de R. mangle, e (ii) 0 pds-
efeito do contato com os contaminantes na desidratacdo foliar, medida por meio de
decréscimos no teor relativo de agua, e na vitalidade do maquinario fotossintético de
folhas destacadas de R. mangle. Nesse sentido queremos saber: (i) Qual o contaminante
e qual o tempo de exposicdo que mais afetam a vitalidade do maquinario fotossintético

das folhas de R. mangle? (ii) A desidratagdo foliar éeficiente para avaliar os danos
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causados ao maquinario fotossintético ap0s a exposicdo a contaminantes derivados do
petréleo? (iii) Entre as variaveis de emissdo de fluorescéncia da clorofila avaliadas
(Fv/Fm, Piabs e Pitotal) qual delas € mais eficiente na detec¢do de danos causados ao
maquinario fotossintético das folhas expostas aos contaminantes derivados de petr6leo?

Esperamos que os resultados obtidos nesse estudo auxiliem na compreenséo dos
impactos de poluentes originados do petréleo na performance fisiolégica e no
monitoramento ambiental de manguezais localizados em zonas propensas aos efeitos de

pressdo antropica, particularmente no caso de contaminantes derivados do petroleo.

Material e métodos

Obtencao das fragdes sollveis

As fracOes sollveis de quatro contaminantes (6leo cru de petréleo, dleo diesel,
6leo de motor dois tempos e gasolina) (Tabela 1) foram preparadas no Laboratério de
Tecnologia da Madeira do Centro de Formacdo de Ciéncias Agroflorestais da
Universidade Federal do Sul da Bahia (CFCAF/UFSB), llhéus, Bahia, Brasil.

Para cada contaminante foi preparada uma solucéo na proporcdo de 9:1, (900 mL
de 4gua deionizada para 100 mL de contaminante (6leo cru de petroleo, gasolina, éleo de
motor dois tempos e 6leo diesel) num béquer de 2000 mL. Sobre agitador magnético com
aquecimento, a solugdo foi mantida em temperatura média de 26 °C, e baixa rotacdo
(50rpm) por 24 horas. Apos esse periodo de tempo, a retirada da fase organica foi
realizada com conta gotas, e depois filtrada em funil de separacdo. As fracGes soluveis
dos contaminantes foram armazenadas em frasco &mbar, vedado, e mantidas em freezer

-6 °C até sua utilizacéo.
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Tabela 1: Contaminantes derivados do petréleo, cujos impactos das fracdes sollveis em folhas de

R. mangle foram avaliados no estudo. Obs: a composi¢do quimica foi baseada nos dados do Site

da Petrobras.

Contaminantes

Utilizagc@o em embarcacdes

Composi¢do quimica

Oleo cru

Oleo diesel

Oleo de motor

dois tempos

Gasolina

Oleo cru proveniente do acidente
ambiental que ocorreu na costa Nordeste
do Brasil em 2019 (Magris, 2020)
Utilizado em embarcacdes com maior

porte e pesca em alto mar

Geralmente associado a gasolina, em uma
proporcéo de 9:1, (9 de gasolina ,1 de 6leo
de motor lubrificante proporg¢do seguindo
a sugestdo do fabricante) é usado em
embarcagdes de pesca, turismo e lazer.
Utilizada em embarcacdes de pesca,

Nao se conhece

hidrocarbonetos com cadeias de 8 a 16
carbonos, além de nitrogénio, enxofre
e oxigénio

mistura dos hidrocarbonetos
aromaticos contidos na gasolina com a
mistura de hidrocarbonetos
parafinicos e nafténicos, com menor
teor de hidrocarbonetos aromaticos
C7Hie a C11H24

turismo e lazer, além de motores de quatro

tempos.

Coleta das folhas

A coleta das folhas foi realizada através de busca ativa em arvores no manguezal
da foz do rio Acuipe, Ilhéus, Bahia (Figura 1). Para tal, foram coletados galhos aleatorios
expostos ao sol de R. mangle. Apés a coleta dos galhos, cerca de 300 folhas maduras e
completamente expandidas foram selecionadas e destacadas. As folhas foram entdo
acondicionadas em caixa térmica contendo gelo e esponja vegetal embebida em agua. As
folhas permaneceram nesse sistema para hidratagdo por no minimo 24 horas. As folhas
foram entdo levadas ao Laboratorio de Tecnologia da Madeira do CFCAF/UFSB. Uma
nova sele¢do de folhas foi realizada, buscando manter o mesmo padrdo de tamanho e
coloragdo. Foram descartadas folhas pequenas ou demasiadamente grandes que
apresentassem qualquer sinal de injuria ou clorose. Para as folhas selecionadas os peciolos
foram cortados. Em seguida, o conjunto de folhas foi dividido em cinco grupos, com 50

folhas cada, totalizando 200 folhas no experimento. O uso de folha para o experimento,
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foi justificado por ser uma parte importante, para planta, uma vez que concentra a maior
eficiéncia da fotossintese, além de ser uma parte em constante regeneracdo devido 0s
meristemas, 0 que causaria menos danos aos individuos e consequentemente para o
ecossistema, uma vez que as folhas foram coletadas em locais naturais e ndo de plantas

em ambientes controlados.

-15.085

-15.090

-15.095

0.4 km

Figura 1: A: Localizagdo do rio Acuipe no estado da Bahia, Brasil e no municipio de Ilhéus. B:

Foz do rio Acuipe, onde foram coletadas as folhas de R.mangle. Fonte: Google Earth, 2024

51



C.B. Teles

Tempo de exposi¢do aos contaminantes, teor absoluto de dgua e eficiéncia fotoquimica

As folhas foram submetidas ao contato com cinco solugdes, ou seja, controle (agua
filtrada e deionizada) e fracdes soltveis do 6leo cru de petrédleo, gasolina, 6leo de motor
dois tempos e 6leo diesel, em quatro tempos de exposicao (3, 6, e 24 h) esses horarios
foram selecionados conforme ensaios prévios e logistica. Foi adotado o delineamento
experimental inteiramente ao acaso num esquema fatorial 5 x 3 x 10, com cinco solu¢des,
cinco tempos de exposicéo e 10 repeticdes, totalizando 150 folhas. Para a aplicagéo dos
tratamentos as folhas foram acondicionadas em camadas em bandejas refratarias de vidro
com 30 x 18 x 10 cm (uma bandeja refrataria para cada tratamento). Entre as camadas de
folhas, foram dispostas camadas de papel toalha. A cada nova camada, a fracdo soltvel
de contaminante era adicionada, de tal forma que todo o papel toalha fosse umedecido, e
as folhas ficassem em contato com o0 mesmo. A cada bandeja foi adicionado 100 mL de
cada solucdo. Ao tratamento controle foi adicionada somente agua deionizada. Em
seguida as bandejas refratarias foram fechadas hermeticamente e colocadas dentro de
capela de exaustdo. As folhas permaneceram nesta condigéo por 3, 6, e 24h, estes tempos
foram pré-determinados por um experimento piloto.Ao final de cada tempo de exposi¢cdo
um grupo de 10 folhas eram retiradas de cada bandeja/tratamento. As folhas foram
lavadas com agua filtrada por cerca de 2 a 3 minutos, evitando assim contaminacdo do
aparelho e uma interferéncia nos dados, secas com papel toalha e pesadas em balanca
analitica para a obtencdo da massa fresca (MF) ap6s cada periodo de tempo de contato
com as solucdes (MF3, MFs, MF17 € MF24, onde os indices 3, 6e 24 correspondem aos
tempos em contato com as soluc@es). Logo apds a pesagem, em cada folha foi colocado
um clipe para aclimatacdo ao escuro. Apés um periodo de 30 minutos de aclimatacéo ao
escuro, a fluorescéncia da clorofila a foi medida por meio de um fluorébmetro portatil
Pocket PEA (Hansatech Instruments, UK), para o célculo da eficiéncia quantica maxima
do fotossistema Il (Fv/Fm), ou eficiéncia fotoquimica, Piabs e Pitotal Dessa forma obteve-
se os valores de Fv/Fm para cada periodo de tempo de exposi¢do aos contaminantes e ao
controle, ou seja, Fv/Fm3, Fv/Fm 6,e Fv/Fm24 bem como para as outras variaveis
extraidas atraves do fluorémetro.

Ao final dos ensaios de desidratacdo foliar as folhas foram colocadas em estufa
com circulacgdo de ar forgcado a 60°C, por no minimo 7 dias, para obtengdo da massa seca
(MS) (Figura 2).
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Desidratacéo foliar e perda da eficiéncia fotoquimica

Logo apods a determinacdo da massa fresca e da emissdo de fluorescéncia da
clorofila, as folhas foram identificadas e mantidas por 24 e 48 horas em cima de uma
bancada previamente limpa com alcool 70%. Ap0s 24 e 48 horas as folhas foram pesadas
e a emissdo da fluorescéncia da clorofila medida novamente. Em seguida as folhas foram
colocadas em estufa com circulacéo de ar forgcada a 60°C para obtengdo da massa seca
(LMd). Os teores relativos de agua apos 24 e 48 horas de desidratacdo foram obtidos pela
formula: TRAn = (LMn — LMd/LMO — LMd) x 100; onde n corresponde aos tempos de
24 e 48 horas, identificados como LM24 e LM48, e TRA24 e TRA48, respectivamente.
(figura 2)

Foram formados grupos de 10 folhas
cada:

@ Coiitrole ] Ensaio de exposicao

Os tempo de exposicio para cada
Oleo crit ] tratamento: 3h, 6h, 24h.

Desenho experimental:
10 grupos x 5 contaminantes x 3tempos

Oleo Diesel ]

N= 200 acondicionadas
em caixa térmica

gasolma

Neste periodo cada individuo foi
pesado e Fv/Fm, Piabs, Pitotal foi
} medida nos tempos 24 e 48h apos a
exposicio

refrigerada

Gasolina

Oleo d t 2t
? c0 e moor 2 fempos Ensaio de desidratacio

Desenho experimental:
10 grupos x 5 tratamentos x 1 tempo de
exposi¢io (6h) x 2 tempos de desidratacio

Figura 2: Fluxograma da metodologia experimental
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Analise estatistica
Os dados inicialmente foram submetidos & testes de normalidade e homocedasticidade,

0s quais comprovaram a normalidade dos dados.

Ensaio de exposicdo: Para saber qual contaminante e qual tempo de exposicao
(3h ,6h e 24h) teria maior influéncia nas variaveis respostas (TAA, Fv/Fm, Piabs e Pitotal)
no tempo zero, ou seja, sem a interferéncia do tempo de desidratacdo. Devido a nédo
normalidade dos dados utilizamos o teste de Kruska- Wallis, que é o equivalente ndo
paramétrico da ANOVA e para o comparativo de médias e teste de Dunn.Para o ensaio e
exposicdo usamos a variavel de teor absoluto de 4gua, uma vez que o peso de algumas
folhas aumenta com o tempo de exposicdo ao contaminante podendo interferir no
resultado da anélise.

Ensaio de desidratacdo: Com o objetivo de saber com quanto tempo, qual
contaminante e qual tempo de exposicao teria maior influéncia nas variaveis respostas
(TRA, Fv/Fm, Piabs e Pitotal), foi adicionado aos modelos o tempo de desidratacéo (24h
e 48h), esses valores de desidratacdo foram definidos com base em um ensaio prévio.
Nesta analise foi utilizada apenas o os valores condizentes com 6h de exposicéo, ja que
condiz com o tempo de maré cheia, periodo onde as folhas ficam mais expostas na
natureza. Como anteriormente foram realizadas ANOVA e teste comparativo de médias
o teste Tukey.

Para o0 ensaio de desidratacdo, que existem medidas ao longo do tempo optamos
por usar a variavel de teor relativo de agua, uma vez que com o passar do tempo, esta

variavel parece mais apropriada para medir a velocidade da desidratacdo das folhas.

Resultados

Tempo de exposi¢ao aos contaminantes, teor absoluto de agua e eficiéncia fotoquimica

Observando as tabelas no tempo zero podemos ver quais variaveis preditoras,

respondem melhor aos efeitos dos tratamentos nas folhas.
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Tabela 1: Dados de média e erro padrdo dos tempos de exposicéo ao tratamento controle e comparagdo conforme
o teste de Dunn

Tempo de TAA Fv/Fm Piabs Pitotal
exposicdo
3 65,097+ 0,55 a 0,816+0,00 a 8,964+0,94 a 4,213+0,60 a
6 65,500+0,65 a 0,815+0,00a 10,152+0,74 a 5,368+0,71a
24 66,929+1,32 a 0,822+0,01a 9,166+1,37 a 4,114+0,48 a

Tabela 2: Dados de média e erro padrdo dos tempos de exposicao ao tratamento Oleo do derrame de 2019
e comparacdo conforme o teste de Dunn

Tempo de TAA Fv/Fm Piabs Pitotal
exposicao
65,670+1,36 a 0,823+0,00 a 8,933+0,74 a 3,75540,30 a
6 65,216+0,72 a 0,827+0,00 a 9,372+0,55a 4,15640,33 a
24 68,061+0,78 a 0,825+0,00 a 8,983+0,93 a 3,624+0,49 a

Tabela 3: Dados de média e erro padrdo dos tempos de exposicio ao tratamento Oleo diesel e comparagio conforme o
teste de Dunn

Tempo de TAA Fv/IFm Piabs Pitotal
exposicao
3 65,309+ 0,99 a 0,824+ 0,00 a 9,873+0,72 a 3,874+ 0,40 a
6 65,687+ 0,50 a 0,824+ 0,00 a 9,379+ 0,65 a 4,605+ 0,55 a
24 68,623+ 3,37 a 0,823+ 0,00 a 9,160+ 0,89 a 4,880+ 0,68 a

Tabela 4: Dados de média e erro padrdo dos tempos de exposicdo ao tratamento Oleo de motor dois tempos e
comparagao conforme o teste de Dunn.

Tempo de TAA Fv/Fm Piabs Pitotal
exposi¢ao
3 65,357+ 0,57 a 0,819+ 0,00 a 9,496+ 0,88 a 4,334+ 0,45a
6 65,575+ 0,65 a 0,806+ 0,01 a 10,188+ 1,48 a 5,832+ 1,06 a
24 66,920+ 1,34 a 0,757+ 0,02 b 3,993+ 0,67 b 1,899+ 0,28 b

Tabela 5: Dados de média e erro padrdo dos tempos de exposic¢éo ao tratamento gasolina e comparacgéo conforme o
teste de Dunn

Tempo de TAA Fv/Fm Piabs Pitotal
exposicdo
3 66,106+ 0,70 a 0,807+ 0,01 a 9,086+ 1,24 a 4,091+ 0,61 a
6 67,979+ 0,78 a 0,637+ 0,12 a 4879+ 1,25b 4,023+ 1,30 a
24 66,514+ 0,47 a 0,093+ 0,09 b 0,612+ 0,61 ¢ 0,476+ 0,48 b

Comparando os resultados, inicialmente vemos que os tratamentos 6leo de motor
dois tempos acrescidos de gasolina (chamado, resumidamente, nas tabelas de figuras de
oleo de motor) e a gasolina apresentam diferencas entre os tempos de exposicao,
comecando a ter dano irreversivel a partir das 6h de exposicdo, se agravando com 24h de
exposicdo. Esses resultados sdo vistos apenas nas variaveis relacionadas com a
fluorescéncia da clorofila. Para TAA ndo existe diferenca em nenhum tratamento,
possivelmente por ndo passar algum periodo de desidratacdo, tempo em todos o0s

tratamentos perdas aproximadas de teor relativo de &gua.
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Tratando-se dos tratamentos a gasolina se mostrou 0 contaminante mais letal e
onde ocorreu maior variacdo entre as medias em cada tempo, enfatizando a variavel de
indice de performance, Piabs. Provavelmente por ser uma variavel mais especifica e
envolvendo menos processos da fotossintese ela pode ter sido mais sensivel, e registrado

as diferencas entre os tempos de exposicao que as demais variaveis ndo detectaram.

Desidratacéo foliar e perda da eficiéncia fotoquimica

A metodologia baseada na perda de &gua pelas folhas associada com as avaliacfes
da fluorescéncia da clorofila se mostrou efetiva para avaliar efeitos de contaminantes em

folhas de R. mangle.

Tabela 6: Comparativos de médias das variaveis respostas em 6h de exposicao ao tratamento controle nos tempos 24
e 48h de desidratacéo

Tempo TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
24 60,463+1,72 a 0,815+0,00 a 6,685+0,65 a 1,554+0,23 a
48 25,803+3,17b 0,422+0,08 b 0,789+0,28 b 0,145+0,04 b

Tabela 7: Comparativos de médias das variaveis respostas em 6h de exposi¢ao ao tratamento 6leo cru de petréleo nos
tempos 24 e 48h de desidratagao

Tempo TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
24 59,990+3,22 a 0,802+0,01 a 4,456+0,56 a 0,812+0,12a
48 25,980+5,06 b 0,368+0,11 b 0,998+0,44 b 0,138+0,06 b

Tabela 8: Comparativos de médias das variaveis respostas em 6h de exposi¢ao ao tratamento 6leo diesel nos tempos
24 e 48h de desidratacdo

Tempo TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
24 58,458+ 3,19 a 0,797+ 0,01 a 4,337+ 0,70 a 1,176+ 0,20 a
48 27,124+ 4,06 b 0,396+ 0,09 b 0,776+£0,32 b 0,141+ 0,05 b

Tabela 9: Comparativos de médias das variaveis respostas em 6h de exposicao ao tratamento 6leo de motor 2 tempos
acrescido de gasolina nos tempos 24 e 48h de desidratagdo

Tempo TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
24 63,665+ 1,25 a 0,811+ 0,00 a 6,053+ 0,54 a 1,724+ 0,20 a
48 30,707+ 2,63 b 0,529+ 0,08 b 1,234+ 0,40 b 0,239+ 0,08 b

Tabela 10: Comparativos de médias das variaveis respostas em 6h de exposic¢ao ao tratamento 6leo de Gasolina nos
tempos 24 e 48h de desidratagao

Tempo TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
24 48,337£6,91a 0,566+ 0,13 a 3,603+ 0,98 a 0,988+ 0,29 a
48 24,810+ 2,11 b 0,303+ 0,11 b 0,705+ 0,39 b 0,176+ 0,09 b
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Comparando os tratamentos com o tempo de contaminacdo, observa-se mesmo
todas as variaveis diferindo entre os tempos de 24 e 48h de desidratacéo, as variaveis que
indicam indice de performance, Piabs e Pitotal, tem os menores valores de erro padrao.
Enfatizando que ocorre queda brusca entre os tempos, tendo 48h os menores valores.
Quanto aos tratamentos reiteramos a letalidade da gasolina, sendo o tratamento com 0s
menores valores com queda superior a 80% em relacdo a cada variavel e os tempos de
desidratacdo. Em segundo esta o 6leo diesel, seguido pelo 6leo de motor dois tempos
acrescido de gasolina.

Mesmo que em 24h o dano ja se mostre irreversivel para a exposicdo de 6h aos
tratamentos, a queda que ocorre com 48h € muito brusca, em todos 0s tratamentos e para

todas as variaveis.
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Discussao

Os manguezais sdo extremamente resistentes e resilientes, tanto em relacdo as
intemperes naturais, como aos impactos antropogénicos. Porém, atualmente, a intensidade e a
frequéncia das atividades antropogénicas, especialmente os derrames de petréleo e seus
derivados, tém excedido a capacidade de suporte desses ecossistemas (Santos et al 2019;
ITOPF, 2023).

Os hidrocarbonetos sdo contaminantes derivados de petréleo mais bem estudados depois
dos proprios derrames de 6leo (Santos et al 2011). Por serem facilmente levados pelas marés e
correntes marinhas, os contaminantes derivados do petroleo tém facilidade de contaminar as
arvores dos manguezais (Nansingh e Jurawan, 1999). Quando em excesso esses contaminantes
podem causar danos irreversiveis nas plantas. Ao absorverem esses contaminantes, as plantas
podem apresentar diferentes sintomas de estresse, como o desfolhamento ou o amarelamento
das folhas, além de deformacdes de propagulos e a morte dos individuos jovens e adultos (Billah
et al 2022). Em nosso trabalho, 24h ap6s a exposi¢do aos contaminantes, manchas necroticas
comecaram a aparecer proximas a nervura central das folhas. As manchas eram mais intensas
com 0s contaminantes gasolina e 6leo de motor, onde muitas vezes estas folhas ficavam
retorcidas com o passar o tempo de desidratacdo (dados ndo apresentados).

As folhas das espécies do género Rhizophora L. sdo muito resistentes a desidratacao,
apresentando cuticula espessa e cerosa. Porém, uma vez que hidrocarbonetos adiram as folhas,
essa camada de protecdo pode ser rompida, acelerando o processo de desidratacao foliar e, por
consequéncia, afetando o sistema fotossintético da planta (Duke 2016). Esse fato pdde ser
observado no ensaio de tempo de exposicdo. E possivel que as cadeias de hidrocarbonetos
tenham danificado as folhas, principalmente no caso da gasolina, uma vez que as mesmas
apresentaram necroses no limbo e na nervura central, até ficarem totalmente enegrecidas e
retorcidas (dados ndo apresentados). Além disso, esses contaminantes podem causar danos nas
membranas dos cloroplastos (Naidoo & Naidoo, 2017). Tal fato é preocupante, pois em funcéo
dos ciclos das marés o banco de plantulas fica durante parte do dia totalmente imersos e
expostos a esse contaminante. Alem do mais, em toda a costa brasileira, os barcos mais
modernos e de menor porte sdo movidos com gasolina pura, associada ao 6leo de motor dois
tempos. Porém, na regido onde o estudo foi realizado é comum o uso da gasolina pura por ser
mais barata. Associado com descarte irregular de embalagens e falta de manutencdo nos

motores, isso pode representar um dano potencial ainda maior para a espécie.
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Provavelmente devido as caracteristicas xeromorficas das folhas de R. mangle o teor
absoluto de agua ndo tenha sido afetado. As espessas camadas de parénquima lacunoso e
palicadico observadas para folhas dessa espécie (Naidoo, 2016) podem ter contribuido para
impedir quedas bruscas nos teores relativo e absoluto de &gua. Por serem moléculas pequenas,
os hidrocarbonetos talvez consigam danificar a cuticula e atingir a eficiéncia fotossintética das
folhas, sem danificar de imediato fatores hidricos supracitados. Esse fato poderia explicar as
quedas nos valores de Fv/Fm, principalmente quando as folhas foram expostas a gasolina.

Variaveis referentes a fluorescéncia da clorofila a se mostraram mais sensiveis do que
os teores absoluto e relativo de agua para medir o estresse causado tanto pela exposicdo quanto
pela desidratagéo, respectivamente, confirmando serem importantes indicadores de estresse nas
plantas (Strasser et al 2004). Os resultados de Piabs e Pitotal confirmaram a afirmagao
supracitada. Num estudo pioneiro, Reinert et al (2016) testaram a efetividade de parametros
derivados da cinética de emissdo de fluorescéncia da clorofila para diagnosticar a vitalidade de
plantas de Laguncularia. racemosa submetidas a contaminacdo por derrame de Oleo.
Constataram diminuigdo substancial nos valores medidos de Pitotal nas plantas contaminadas,
o0 qual foi mais efetivo em constatar os efeitos deletérios do contato do 6leo com as plantas
contaminadas do que Piabs. Além disso, também constataram que a razdo Fv/Fm néo foi capaz
de indicar a existéncia do estresse ocasionado pela presenca do contaminante. Em contrapartida,
no caso do nosso estudo, o Piabs foi a variavel que possui menores médias e mais sensibilidade,
a ponto de detectar efeito em dleo de motor dois tempos acrescido de gasolina, fato que nédo
ocorreu com as demais variaveis.

Em suma, uma vez que as variaveis referentes fluorescéncia da clorofila apresentem
valores baixos, constata-se forte indicativo de contaminacao e estresse nas plantas do ambiente,

e por consequéncia todo o ambiente pode estar em risco de contaminacao (Duke, 2016).
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Conclusoes:

A fracdo soluvel de gasolina foi 0 contaminante que mais afetou a vitalidade das folhas
de R. mangle. No ensaio de exposicdo se constatou que em 6 horas de exposicdo este
contaminante pode causar danos irreversiveis a vitalidade das folhas. Observa-se, também, que
durante este tempo de exposicdo a variavel Piabs apresentou melhor sensibilidade para
distinguir mudangas entre contaminantes, 0 que ndo ocorreu com tanta precisdo nas outras
variaveis respostas

A metodologia baseada na desidratacéo foliar, associada com medicdes de fluorescéncia
da clorofila, demonstrou ser uma ferramenta eficiente para avaliar danos causados ao
maquinario fotossintético exposto a fracdo soltvel de gasolina e a fragdo soltvel do éleo de
motor dois tempos, sendo que a partir de 24 horas de desidratacdo para gasolina, indicando que
0 uso de gasolina pura no motor de embarcacdes causa mais danos nas folhas de R. mangle
quando submersas pelas preamares.

Com esses dois ensaios foi possivel definir Piabs como a variavel ligada a fluorescéncia
da clorofila que mais demonstra os efeitos da fracdo soltvel de gasolina nas folhas de R.mangle.
Contudo, ndo descartamos a importancia das outras variaveis ligadas a fluorescéncia da

clorofila.
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CAPITULO 3:

Influéncia de contaminantes derivados do petroleo na desidratacdo e na fluorescéncia da

clorofila a de folhas de Rhizophora mangle de trés manguezais do litoral sul da Bahia, Brasil

Resumo:

Os manguezais sdo ecossistemas costeiros, encontrados nos tropicos e subtrépicos do
planeta. Possuem arvores com caracteristicas Unicas, como tolerancia a variagdo de marés,
salinidade e temperatura. Estes organismos também estdo submetidos a estresses antrépicos,
principalmente em decorréncia de contaminagdo, a exemplo dos hidrocarbonetos provenientes do
petréleo, como abordado no presente trabalho. O objetivo geral foi avaliar os efeitos de fracbes
solGveis de quatro contaminantes derivados de petrdleo na desidratacdo foliar e na emissdo de
fluorescéncia da clorofila a de folhas destacadas de Rhizophora mangle originadas de manguezais
com caracteristicas hidrogréficas distintas. Para entender os efeitos destes contaminantes nos
manguezais, foram selecionados trés manguezais na regido sul da Bahia. Foram retiradas 75 folhas
de cada manguezal equidistantes entre si (Rio Acuipe, em Ilheus; Rio Pardo, em Canavieiras; e Rio
de Contas em Itacaré). As folhas foram expostas a 5 tratamentos, utilizando fragdes sollveis de
contaminantes provenientes do petroleo (6leo crd, diesel, leo de motor dois tempo e gasolina) além
do controle (a4gua destilada). As folhas foram expostas aos contaminantes por 6h, simulando o
periodo de preamar. Em seguida, as folhas foram pesadas e medidas em intervalos de 24 e 48h para
avaliacdo dos valores de TRA (teor relativo de agua), e variaveis da fluorescéncia Fv/Fm, Pitotal e
Piabs, variaveis utilizadas para verificar a vitalidade das folhas. Pelo menos 30 folhas de cada
manguezal foram retiradas, scaneadas e medidas para a avaliagdo de atributos foliares. Concluimos
que diferengas nos atributos foliares e nas bacias hidrograficas podem ser indicadores da vitalidade
das folhas submetidas a diferentes contaminantes, indicando que manguezais com melhor
conservacdo possuem folhas mais tolerantes aos efeitos dos contaminantes. Juntamente com as
variaveis da fluorescéncia da clorofila, destacamos a gasolina como o contaminante mais danoso. A
variavel Piabs é aquela que tem maior acuracia para detectar danos nas folhas.

Palavras chave: Hidrocarbonetos; Fotossintese; Ecofisiologia; Mangue-vermelho
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Introducéo

Os manguezais sdo ecossistemas unicos, localizados majoritariamente nos tropicos e
subtrdpicos do globo terrestre, mas com maior concentracdo entre as latitudes 30° N e 30°S. Séo
considerados ecossistemas costeiros, tendo a influéncia tanto do mar quanto dos rios (Schaffer-
Novelli 1999, Instituto Chico Mendes, 2018). Os organismos que habitam esses ecossistemas estao
sempre lidando com tensores naturais, como marés, salinidade, enchentes (Pereira & Gomes, 2021),
quanto antropicos, como desmatamento, queimadas e contaminagdo quimica ou bioldgica (Lewis et
al 2011; Instituto Chico Mendes, 2018).

A contaminacdo de origem quimica tem causado graves danos a integridade dos manguezais,
principalmente das suas arvores. Estudos mostram a contaminacdo destes organismos por diversos
materiais, como exemplo, metais pesados (e.g. Yan et al 2017; Kulkarni et al 2018), esgoto
doméstico (e.g. Mater et al; 2004) e por petroleo e seus derivados (e.g. Cornolly et al 2020; Naidoo
et al 2018; Naidoo et al 2017; Hughes et al 2018; Duke, 2016). Acidentes com contaminantes
provenientes de combustiveis fosseis sdo cada vez mais frequentes (ITOPF, 2023), podendo causar
danos irreversiveis as espécies arbdreas e consequentemente para todo o ecossistema. Estima-se que
guando um grave derrame de petréleo ocorre pode demorar de 5 até 20 anos para que um manguezal
possa ter a sua biota reestruturada novamente (Duke, 2016). Derrames na escala daquele que ocorreu
em 2019 no nordeste do Brasil, considerado o maior desastre ambiental desta natureza no pais
(Magris, 2020), possivelmente causara danos aos manguezais € a outros ecossistemas marinhos em
uma escala considerada de longo prazo, tanto pela sua extensdo de area atingida quanto pela
quantidade (Lorenco et al 2020, Magris 2020).

As espécies de mangue possuem formas diferentes de excretar o excesso do sal absorvido
por suas raizes. Muitas vezes por processos fisicos eles séo retidos nas raizes e excluidos, outras
vezes sao excretadas por estruturas especificas como nectarios modificados ou eliminadas por folhas
senescentes (Pereira & Gomes, 2021). Um exemplo séo as espécies do género Rizophora, um dos
géneros mais abundantes do mundo (Duke, 2002), estas plantas retém maior parte de sal em suas
raizes e outra parte € redistribuida para outros tecidos da planta através da seiva xilematica, onde
pode chegar até as folhas com maior estagio de maturacao (Wang et al 2002; Hao et al 2009; Parida
2010). Este também é um mecanismo para protecdo dos 6rgaos reprodutores e dos propagulos do

género (Wang et al 2002). Por essas vias também podem ser absorvidos 0s metais pesados e outros
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poluentes, como os hidrocarbonetos derivados do petroleo. Podendo causar danos irreversiveis nas
plantas, desde amarelamento e a queda das folhas até a deformacdo de propagulos (Santos et al
2011), ou mesmo a morte da planta.

No entanto, quando os hidrocarbonetos estdo dissolvidos na agua podem causar danos nas
folhas, principalmente em escala celular, rompendo membranas de organelas importantes para a
fotossintese, como cloroplastos (Naidoo & Naidoo, 2017). Resultados mostram que fragdes sollveis
de diferentes contaminantes provenientes do petroleo, ao longo do tempo, causam danos letais ou
semi-letais nas folhas de Rhizophora mangle. E esse é um indicativo do dano irreversivel que esses
contaminantes podem causar nos ecossistemas costeiros.

A area costeira da regido Sul da Bahia, Brasil abrange 182 km de litoral (Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, 2012). E por onde passam muitos rios de pequeno porte (e.g. Acuipe) e
alguns de maior porte (e.g. Rio Pardo e Rio Jequitinhonha). Além disso, existem grandes depdsitos
de areia, formando praias que fazem da regido um grande atrativo turistico. Os manguezais também
compdem essa paisagem, tendo diferentes dimensfes e transacionando, as vezes com praias e
pequenos estuarios (Nascimento, 2017; Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2012).

Esses manguezais desempenham importantes servicos ecossistémicos para a populacao que
vive em seu entorno (Lewis et al 2011; Instituto Chico mendes, 2018). Predominantemente, esses
ecossistemas sdo formados pela Rizophora mangle L., podendo chegar a considerar florestas
monoespecificas (Instituto Chico Mendes, 2018). A espécie R. mangle, apresenta caracteristicas
Unicas, que diferenciam de outras espécies de mangue existentes no Brasil, como folhas com
espessas cuticulas e parénquima, caracteristicas de espécies xeromorficas (Naidoo, 2016). Possuem
longas raizes que alem de sustentar a arvores possuem mecanismos de filtragem de sal e outras
substancias (Pereira & Gomes, 2021).

Analises da emissdo de fluorescéncia da clorofila a podem fornecer informacdes detalhadas
sobre a estrutura e funcdo do aparato fotossintético, especialmente do fotossistema Il (PSII)
(Goncgalves et al 2010). Pode, por exemplo, ser utilizada para detectar estresse em plantas como o
comprometimento da funcdo fotossintética para espécies de mangue antes mesmo das manifestacdes
de sintomas em resposta a contaminagdo por 6leo (Reinert et al 2016). Naidoo et al (2017)
demonstraram em espécies de mangue que os danos dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPAS) podem atingir o processo fotossintético, desorganizando as membranas dos cloroplastos. As
moléculas de hidrocarbonetos também podem afetar a eficiéncia do PSII e a taxa de transporte de
elétrons através do PSII, comprometidas logo ap6s o contato das espécies com os HPAs (Naidoo

2010). Assim como a perda de agua nas folhas afetando indiretamente o aparato fotossintético.
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Embora ainda ndo amplamente utilizada, a metodologia de desidratacdo letal tem se
mostrado uma ferramenta importante, em conjunto com variaveis da fluorescéncia da clorofila a,
para avaliar o estresse em folhas de espécies tropicais (Chaves et al., 2023). Kachout et al. (2011)
demonstraram que variaveis de teor hidrico, especialmente o TRA (Teor Relativo de Agua), s&o
eficazes na avaliacdo do estresse por toxicidade em plantas. Em nosso estudo, essa metodologia
pode nos auxiliar na compreensao dos efeitos de contaminantes de origem petrolifera ao longo do
tempo, analisando tanto o teor relativo de &gua bem como se o dano ocorre de forma direta, ou seja,
em escala de 6rgéo, no caso do nosso trabalho as folhas ou de forma indireta, em escala de organela,
nesse caso o cloroplasto. Comprometendo a vitalidade da folhas.

O objetivo do presente estudo é avaliar os efeitos de fragdes sollveis de quatro contaminantes
derivados de petréleo na desidratacdo foliar e na emissao de fluorescéncia da clorofila a de folhas
destacadas de R. mangle originadas de manguezais com caracteristicas hidrograficas distintas. Foi
utilizada a fragdo solGvel de trés contaminantes derivados do petroleo comuns em éareas de
manguezais (0leo Diesel, 6leo de motor dois tempos e gasolina), além da fracdo soltvel do 6leo cru
de petroleo originado do derrame ocorrido em 2019 na costa do nordeste do Brasil (ITOPF, 2019;
Magris, 2020). Acreditamos que quanto maior a vasdo do rio e melhor a conservacdo dos
manguezais presente neste rio, maior serd a vitalidade das folhas e assim maior a tolerancia destas
folhas aos contaminantes. Uma vez que a metodologia testada no capitulo anterior permitiu verificar
os impactos diferenciais dos hidrocarbonetos testados na vitalidade das folhas de
R. mangle, medida por meio da fluorescéncia da clorofila, testamos a hip6tese de que essa mesma
metodologia pode ser replicada para outros dois manguezais com caracteristicas espaciais e de uso

antropico distintas.
Material e métodos
Obtencao das fracdes soluveis

As fracOes soluveis de quatro contaminantes (6leo cru de petroleo, gasolina, 6leo de motor
dois tempos e Oleo diesel) foram preparadas e armazenadas no Laboratorio de Tecnologia da
Madeira da Universidade Federal do Sul da Bahia (UFSB), IIhéus, Bahia, Brasil, conforme descrito

no Capitulo 2 desta Tese.

Coleta das folhas e caracterizagdo dos manguezais
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A coleta das folhas foi realizada através de busca ativa em arvores de trés manguezais com
caracteristicas distintas, ambos localizados no litoral sul do estado da Bahia, Brasil, e distantes entre
si por, pelo menos, 100 km (Tabela 1, Figura 1).

Foram coletados galhos aleatorios de R. mangle expostos ao sol. Apds a coleta dos galhos,
cerca de 200 folhas em cada manguezal foram selecionadas e separadas, considerando-se como
principal critério o fato de serem folhas completamente expandidas, maduras e expostas ao sol. As
folhas foram acondicionadas em caixa térmica contendo gelo e esponja vegetal, e hidratadas por no
minimo 24 horas. No Laboratorio de Tecnologia da Madeira da UFSB, Ilhéus, Bahia, Brasil, um
grupo de 30 folhas de cada manguezal foi selecionado para a caracterizacdo dos mesmos através dos
atributos foliares (Tabela 2).

Para tal, as folhas foram inicialmente colocadas em balanca analitica para a obtencdo da
massa fresca saturada (LMs). Logo apds, as folhas foram digitalizadas num scanner de mesa e foram
obtidas medidas do indice de clorofilas por meio de um medidor de clorofilas portatil SPAD-502
(Minolta, Japdo). Ap6s as medigdes do indice SPAD as folhas foram colocadas em estufa com
circulacao de ar forcada a 60°C por, no minimo 7 dias, para obtencdo da massa seca (LMd). A area
foliar individual (ILA) foi obtida por meio do software ImageJ (Abramoff et al 2004, Brito-Rocha
et al 2017) e o Indice total de clorofilas (Chl) de cada folha por meio da férmula Chl = (SPAD -
22,70)/0,57 (Connelly 1997). A massa foliar por unidade de &rea (LMA) foi obtida por meio da
férmula LMA = LMd/ILA. Amostras compostas das 30 folhas coletadas em cada manguezal foram

enviadas para analises dos teores de N, P, K.
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Figura 1: Localizagdo dos Manguezais utilizados como ponto de coleta: Mapa do Estado da Bahia, Brasil,
contendo a localizagdo dos principais rios que compdem a bacia hidrogréafica dos rios Contas, Acuipe e Pardo
respectivamente. 1; Foz e manguezal do Rio de Contas, Itacaré. 2; Foz e manguezal do Rio Acuipe, IIhéus.

3; Foz e manguezal do Rio Pardo, Canavieiras. Dados coletados do Google Earth, 2024.

Tabela 1: Caracterizacdo dos manguezais conforme Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
2020; observacdo durante a coleta e georreferenciamento remoto. Obs: Porcentagens de area urbanizada,

Caracteristicas Rio Acuipe Rio Pardo Rio de Contas
Localizacdo da Foz IIhéus Canavieiras Itacaré
Espécie predominante R. mangle R. mangle R. mangle
Obs: muitas
regenerantes de
Laguncularia
racemosa
Tipo de Manguezal Franja, com éarea de IIhotes Ilhotes
transicdo para restinga
Extenséo do Rio Na 32.334 km 55.334 km
Populacéo existente 178.703 (11héus) 39.906 (Canavieiras) 28.684 (Itacare)
% de area urbanizada 6.04% 47.37% 16.30%
% de vegetacédo de 10.91% 26.17% 16.46%
manguezal

71



C. B. Teles

Principais atividades Pesca artesanal, turismo, Pesca artesanal, Turismo, esportes,
econdmicas na foz extrativismo carcinocultura, extrativismo, pesca
extrativismo, turismo, artesanal.

transporte fluvial
Nutrientes minerais no 12.25; 1.06; 5.85 14.00; 1.13; 8.45 14.98; 1.09; 7.15
ponto de coleta das

folhas (%0 de N, P K,

respectivamente) g/kg-*

Efeito dos contaminantes na desidratacao foliar e emisséo de fluorescéncia da clorofila

Um segundo grupo de 150 folhas de cada manguezal foi selecionado para os ensaios de
desidratacdo foliar e pesagem para a obtencdo da massa fresca saturada antes do contato com as
solugdes (MFs0). Logo apds, as folhas foram submetidas ao contato com cinco solucdes, ou seja,
controle (agua filtrada) e fraces sollveis do 6leo cru de petréleo, dleo Diesel, 6leo de motor dois
tempos (gasolina misturada com dleo lubrificante na propor¢do de 9:1, como usado nas
embarcac@es) e gasolina, sendo mantidas em contato com as solucdes por um periodo de seis horas.
Esse tempo de exposicdo foi escolhido com base nos resultados obtidos no Capitulo I, e pelo fato
de que durante as variagdes naturais do nivel das marés este é o tempo pelo qual as folhas localizadas
na parte baixa da copa das arvores ficam submersas, e consequentemente em contato com as fragdes
solveis dos contaminantes. Para o contato com as solugdes, as folhas foram acondicionadas em
bandejas refratarias de vidro com 30 x 18 x 10 cm (uma bandeja refrataria para cada solucao),
cobertas com camadas com papel toalha e adicionado 100 mL de cada solu¢do (0 mesmo
procedimento foi utilizado para o controle, sendo utilizada aguaagua destilada). Em seguida, as
bandejas refratarias foram fechadas hermeticamente e colocados dentro de uma capela de exaustdo
de gases de laboratorio. Ao final dos tempos de exposicéo as folhas foram novamente lavadas com
agua filtrada por cerca de 2 a 3 minutos, secas com papel toalha e colocadas em balanca analitica

para a obtencao da massa fresca apos 6 e 24h de contato com as solucdes (MFs, MF24).
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Logo apo6s a obtencdo da massa fresca, em cada folha foi colocado um clipe para aclimatacéo
ao escuro, para a realizacdo das medicgdes da emissédo de fluorescéncia da clorofila. Apds 30 minutos
de aclimatacdo ao escuro, a emissédo de fluorescéncia da clorofila foi medida por meio de um
fluordbmetro portatil Pocket PEA (Hansatech Instruments, UK), para a obtencdo da eficiéncia
fotoquimica maxima do fotossistema Il (Fv/Fm). Apos esses procedimentos, as folhas foram
colocadas sob a bancada do laboratorio e pesadas ap6s 24 e 48 horas, para a obtencdo da massa
fresca atual da folha durante a desidratacdo (MFde). No momento de cada pesagem foi medida
simultaneamente a emissdo de fluorescéncia da clorofila a. Logo apds a ultima pesagem as folhas
foram colocadas em estufa com circulacdo de ar for¢ado a 60°C para obtencdo da massa seca (MS).
O teor relativo de agua (TRA) foi calculado a partir dos valores de MFsx, MFde e MS para cada
horéario de medi¢do, por meio da formula TRA = (MFde-MS)/(MFsx-MS) onde x é o valor do tempo
de exposicéo (6, 24h).

Analise estatistica

Comparacdao de atributos foliares entre manguezais: Os dados foram submetidos a testes
de residuos para comprovar a normalidade e a homocedasticidade para cada variavel (area foliar;
massa foliar especifica e indice de clorofila). Ndo sendo observada a normalidade e
homoscedasticidade dos dados foram realizados testes ndo paramétricos para comparar as médias
utilizando o teste de Kruskal Wallis (equivalente ndo paramétrico para Anova) e teste de Dunn,
(equivalente ndo paramétrico para o teste de Tukey). A analise estatistica foi realizada utilizando
oprograma Rstudio.

Comparagdo manguezais e contaminantes: ApOs testes de residuos observamos a
normalidade e homocedasticidade dos mesmos para cada variavel resposta (TRA, Fv/Fm, Piabs e
Pitotal) sendo entdo empregado para analise dos dados o teste de ANOVA fatorial seguido por teste
de média para isto utilizamos o teste Tukey e em seguida foi aplicado Scott Knott para melhor
alinhamento e visualizagdo das interagOes das meédias. A andlise estatistica foi realizada utilizando

0 programa Rstudio.
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Resultados:

Os maiores e menores valores médios de AF e MFE foram encontrados para 0s manguezais
do rio Pardo (Canavieiras) e Acuipe, respectivamente, ao passo que 0s maiores e menores valores
para os teores de clorofila foram encontrados para os manguezais do rio de Contas (ltacaré) e
Acuipe, respectivamente (Tabela 3). Para a AF o valor médio obtido para o manguezal do rio Pardo
(Canavieiras) foi significativamente superior ao manguezal do rio Acuipe, ao passo que o valor
médio de AF obtido para o rio de Contas (Itacaré) ndo diferiu significativamente em relagdo aos
outros dois manguezais. O valor médio da MFE foi significativamente superior no manguezal do
rio Pardo (Canavieiras) em relacdo aos outros dois manguezais, sendo aproximadamente 1,5 vezes
maior do que no manguezal do rio Acuipe. Os teores de clorofila ndo diferiram significativamente
entre 0s manguezais dos rios Pardo (Canavieiras) e Contas (ltacaré), os quais foram

significativamente superiores em relagédo ao rio Acuipe.

Tabela 3. Valores médios + erro padrdo da area foliar individual (AF), da massa foliar especifica (MFE) e do
teor de clorofilas (Clorofila) para folhas de R. mangle coletadas em trés manguezais com caracteristicas
hidrograficas distintas no sul da Bahia, Brasil. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Dunn (p < 0,05). N =30

Acuipe Canavieiras Itacaré
AF (cm?) 47,05+ 2,23b 71,50+ 1,93a 50,40 + 1,58 ab
MFE (g m?) 57,20+ 0,96 ¢ 84,55+ 154a 66,13+ 1,15b
Clorofila (7g cm) 36,75+197b 49,17+140a 50,57+ 1,80a

Foram encontradas diferencas significativas entre 0s manguezais e 0s contaminantes, além
de interagOes significativas entre manguezais e contaminantes para as quatro variaveis analisadas
(TRA, Fv/Fm, Piabs, Pitotal) (Tabela 4).

Tabela 4. Sumaério da analise da variancia para os efeitos dos manguezais e contaminantes no teor relativo de

agua (TRA), na razdo Fv/Fm e nos indices de performance Piabs e Pitotal.

Variével Manguezal (M) Contaminante (C) MxC
TRA 0,0001 0,0001 0,0001
Fv/Fm 0,0001 0,0001 0,0001
Piabs 0,0001 0,0001 0,0001
Pitotal 0,0001 0,0001 0,0001
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Apo0s 48 horas de desidratacdo das folhas em laboratério, os valores médios de TRA néo
diferiram entre os manguezais dos rios Pardo (Canavieiras) e Contas (Itacaré), os quais foram
significativamente superiores em relagdo ao manguezal do rio Acuipe (Tabela 5). Os trés
manguezais apresentaram diferencas significativas entre si para as variaveis de emissdo de
fluorescéncia da clorofila a, sendo os maiores e menores valores para Fv/Fm e Piabs encontrados
para 0s manguezais dos rios Pardo (Canavieiras) e Acuipe, respectivamente. Por outro lado, os
maiores e menores valores, de Pitotal foram encontrados para 0os manguezais do rio de Contas
(Itacaré) e Acuipe, respectivamente. Salienta-se que os menores valores de TRA, Fv/Fm, Piabs e

Pitotal foram sempre observados para o manguezal do rio Acuipe.

Tabela 5. Valores médios + erro padrdo do teor relativo de agua (TRA), da razdo Fv/Fm e dos indices de
performance Piabs e Pitotal em folhas de R. mangle coletadas em trés manguezais com caracteristicas
hidrograficas distintas e submetidas a exposicao por 6 h a diferentes contaminantes derivados do petréleo e
desidratadas em ambiente de laboratdrio por 48 h. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).N=75

TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
Acuipe 40,34 +£1,07b 0,50+0,03¢c 1,58+0,21c 0,36+0,05¢c
Canavieiras 55,02+0,89a 0,80+0,00a 4,02+0,16a 0,57+0,06 b
Itacaré 53,06+ 0,93 a 0,66 + 0,03 b 3,31+0,24b 0,77+0,07 a

Considerando-se os valores médios dos trés manguezais (Tabela 6), os maiores valores para
todas as variaveis analisadas foram observados para o controle e 0s menores valores médios para o
contaminante gasolina. Os demais contaminantes (6leo cru, 6leo diesel e déleo de motor)
apresentaram valores medios intermediarios. Apenas o 6leo diesel ndo diferiu significativamente em
relacdo ao controle para Fv/Fm, o 6leo cru e o 6leo diesel ndo diferiram significativamente em
relacdo ao controle para Piabs e o 6leo de motor ndo diferiu significativamente em relacdo ao

controle para Pitotal.

Tabela 6. Valores médios + erro padrdo do teor relativo de agua (TRA), da razdo Fv/Fm e dos indices de
performance Piabs e Pitotal em folhas de R. mangle coletadas em trés manguezais com caracteristicas
hidrograficas distintas e submetidas a exposicéo por 6 h a diferentes contaminantes derivados do petroleo e
desidratadas em ambiente de laboratério por 48 h. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05). N =45

TRA Fv/Fm Piabs Pitotal
Controle 54,39+1,19a 0,78+0,02a 423+024a 091+0,06a
Oleo cru 4856+ 1,16bc 0,69+0,03ab 2,77+0,27b 0,55+0,06 bc
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Oleo diesel 52,46+169ab 068+004ab 2,82+0,26b 0,26+0,08d
Oleo de motor  47,03+1,95¢ 0,64+0,04b 3,23+0,36a 0,75+0,09 ab
Gasolina 4461+1,35¢c 0,46 £0,05¢ 1,74+0,28¢c 0,36 +0,06 cd

Os resultados obtidos para os fatores, quando considerados isoladamente (Tabelas 5 e 6), refletiram
os resultados das interacGes entre manguezais e contaminantes (Tabela 7). Ou seja, quando as
comparacOes de médias foram feitas entre contaminantes dentro de manguezais 0s maiores e 0S
menores valores médios foram obtidos para o controle e para 0 contaminante gasolina,
respectivamente. Além disso, os menores valores médios obtidos para todos os quatro
contaminantes analisados foram obtidos no manguezal do rio Acuipe. E importante salientar os
valores extremamente baixos obtidos para as médias de Pitotal para o contaminante 6leo diesel, fato

esse que nao ocorreu NOs demais manguezais.

Tabela 7. Valores médios + erro padrdo do teor relativo de agua (TRA), da razdo Fv/Fm e dos indices de
performance Piabs e Pitotal em folhas de R. mangle coletadas em trés manguezais com caracteristicas
hidrograficas distintas e submetidas a exposicéo por 6 h a diferentes contaminantes derivados do petréleo e
desidratadas em ambiente de laboratdrio por 48 h. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p < 0,05). N =15

Manguezal  Contaminante TRA Fv/Fm Piabs Pitotal

Acuipe Controle 47,41 +1,78bA 0,73+0,05aA 3,67+0,50aA 0,81 +0,11aA
Oleo cru 40,82+ 1,28abB 0,51+ 0,06bB 0,97 £0,26bB 0,20 + 0,04bB
Oleo diesel 41,45 +246abC 0,46 +0,08bB 1,35+0,45bB 0,35 + 0,14abA
Oleo de motor  32,02+237cB  0,36+0,07bB 0,72+0,31bC 0,18 +0,07bB
Gasolina 40,02+2250B  0,42+0,08bB 1,16 £0,380B 0,27 + 0,08bAB

Canavieiras  Controle 56,66 + 1,37abA 0,82 £ 0,00aA 4,28 £ 0,26abA 0,79 £ 0,07abA
Oleo cru 51,12+ 154bA  0,80+0,01aA 3,66 +0,26bA 0,64 + 0,06bA
Oleo diesel 60,78 + 2,06aA 0,80 +0,00aA 3,62+ 0,27bA 0,00 + 0,00cB
Oleo de motor 56,34 + 1,57abA 0,82 + 0,00aA 5,20+ 0,35aA 1,08 +0,11aA
Gasolina 50,21+ 2,12bA 0,78 £0,01aA 3,33+0,39bA 0,61 + 0,09bA

Itacaré Controle 59,43 +1,66aA 0,80+0,0laA 4,77+040aA 1,13+0,12aA
Oleo cru 53,74+ 145aA 0,75+0,03aA 3,67+043aA 0,81 +0,12abA
Oleo diesel 5442+178aB 0,77 £0,02aA 3,39+0,39aA 0,69 + 0,09bA
Oleo de motor 53,13+ 1,48aA 0,76 + 0,02aA 3,83+0,50aB 1,00 +0,17aA
Gasolina 42,98+184bB  0,10+0,06bC 0,45+0,37bB 0,15+ 0,12cB
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Letras minasculas representam comparacdes entre médias de contaminantes dentro de manguezais e letras

maiulsculas representam comparacdes entre médias de manguezais dentro de contaminantes.

Discussao

Desde o0 momento de extracdo até o seu refinamento o petréleo pode causar danos em
manguezais, seja por derrames, asfixiando as arvores (Duke, 2016; Naidoo 2016), até mesmo
quando fragGes solUveis desses compostos chegam através das marés e pelo ar em forma dos
conhecidos hidrocarbonetos (Duke, 2016; Billah et al 2022). Estudos que visam investigar as
consequéncias dessas substancias em plantas de manguezais sdo escassos (Duke, 2016). Naidoo &
Naidoo (2017), relatam em seu trabalho os danos que hidrocarbonetos podem causar nos tecidos das
espécies do género Rhizophora. No seu experimento, ap6s a contaminacdo por diversos
hidrocarbonetos presentes no petrdleo em propéagulo de duas espécies mangue da Africa do Sul,
constataram menor taxa de crescimento nas plantas contaminadas que as controles, principalmente
nas raizes, sugerindo gue as espécies (Avicennia marina e Rhizophora mucronata) acumulam esses
hidrocarbonetos em seu sistema radicular.

Outro estudo, conduzido também em condi¢cfes de casa de vegetacdo por Naidoo et al
(2010), foi observado que, além da diminuicdo do crescimento radicular, quanto maior a
concentracdo de Gleo cru nos tratamentos menores os valores de Fv/Fm em relacdo ao controle.
Nesse caso 0s autores constataram o efeito nocivo dos hidrocarbonetos presentes no contaminante,
principalmente para a alocagdo de carbono nas mudaset al. Os trabalhos supracitados mostram
estudos ecofisiologicos em diferentes espécies de mangue, apresentando os efeitos nocivos dos
hidrocarbonetos para as espécies estudadas bem como o presente trabalho.

Porém, o presente trabalho € o primeiro a usar uma espécie amplamente distribuida no Brasil
(Rhizophora mangle) para analisar o efeito dos hidrocarbonetos de diferentes fracfes sollveis de
contaminantes em diferentes tempos de exposi¢ao em suas folhas. Uma vez que as folhas séo partes
da planta de grande importancia para a sobrevivéncia do organismo, por serem 0s 0rgaos que mais
promovem a fotossintese, além de apresentar caracteristicas mais visuais de identificacdo de
contaminagé@o, como diferencas na coloracdo, formato e tamanho (Santos, et al 2011; Lewis et al
2011).

Comparando as caracteristicas dos manguezais com os resultados desse estudo foi possivel
observar que as folhas dos manguezais analisados apresentam padrdes distintos em relacdo aos

atributos foliares medidos e em relagdo as respostas aos contaminantes. O Acuipe é um rio de
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pequena extensao, bastante assoreado e com pouca cobertura de manguezal ao redor. Observando o
local nota-se caracteristicas que demonstram que as arvores estao sob estresse segundo (Duke 2016),
como necrose e amarelamento das folhas bem como deformacgdo de propégulos (dados nédo
publicados). Tais caracteristicas sdo descritas como possivel contaminagdo por hidrocarbonetos
provenientes do petréleo no ambiente (Nansingh & Jurawan, 1999; Lewis et al 2011; Billah et al
2022). No comparativo de médias este foi 0 manguezal que mais teve impacto negativo na vitalidade
das folhas para todos os contaminantes em todas as variaveis analisadas.

Em contrapartida o manguezal do rio Pardo encontra-se na foz de um rio de grande extensao,
com varios afluentes e a presenca de manguezais do tipo ilhote, como o nome diz, ilhas de
manguezal ao longo do rio (Pereira & Gomes, 2021). A folhas de R. mangle no manguezal da foz
do rio Pardo apresentam area foliar maior em relacdo aos outros dois manguezais (Tabelas 2 e 3),
de um verde escuro e limbo rigido, caracteristica natural apresentada para a descricdo do género
(Grahan, 1964). Pelas caracteristicas das folhas (Tabelas 2 e 3) e até mesmo do local onde foi
coletada (Tabela 1) sdo as folhas que mais toleraram a presenga da maioria dos contaminantes
principalmente para o tempo de desidratacdo exposto, visto que no comparativo de médias apenas
0 manguezal de Itacaré (Rio de Contas) se aproxima dele, porém para as variaveis TRA, Fv/Fm e
Piabs Canavieiras apresenta as maiores medias (Tabela 5).

A foz do rio de Contas situa-se em Itacaré, a cidade mais turistica dentre as trés. Esse local
é caracterizado por manguezais do tipo ilhote, os quais ficam no meio da foz e por onde todos os
dias passam varios pequenos barcos para passeios, utilizando comumente a gasolina como
combustivel principal destas embarcacfes. Este uso pode explicar a baixa resisténcia das folhas
deste local a gasolina. Comparativamente, as médias de Itacaré apresentam os menores valores para
todas as variaveis, porém destaca-se Fv/Fm e Piabs.

A variavel TRA ¢é geralmente utilizada para estudos de relacédo hidrica, principalmente em
relacbes ambientais extremas (e.g seca e alagamento). Atualmente vem sendo usada para medir
efeitos de eventos extremos em especies vegetais. Uma vez que o tempo de desidratacdo pode

indicar a resisténcia da espécie a estresses, Como nesse caso, estresse hidrico severo (Trueba et al
2019; Mielke et al 2023). No nosso experimento a desidratagdo serviu como uma importante
ferramenta para aferir os danos dos contaminantes nas folhas ao longo do tempo, uma vez que
observando dos valores de teor relativo de dgua, vemos a velocidade que com a contaminante
influéncia na perda de &gua na folha e consequentemente pode afetar no funcionamento
fotossintético. No nosso caso comprovando o efeito negativo da gasolina nos diferentes ambientes.
Tratando das variaveis referentes a fluorescéncia da clorofila a, destacam-se a Fv/Fm e a

Piabs com resultados que sdo mais proximos do que foi observado ao longo do experimento, sendo
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gasolina e 6leo de motor 2 tempos variaveis que apresentam as menores médias e destacando o que
jafoi supracitado, o Acuipe como manguezal com maiores danos aos contaminantes que Canavieiras
e ltacaré. Pitotal, Indice de performance total, medindo a performance até os aceptores finais de
elétrons do FSI (Reinert et al 2016) provavelmente, por ser uma variavel que abrange véarios
processos da fotossintese, para o caso da medi¢cdo com contaminantes se mostrou menos precisa,
em exemplo podemos citar o 6leo diesel, que apresentou resultados diferentes dos demais (Tabela
7). Em um experimento com contaminacg&o de 6leo cru foi destacado que Pitotal apresentou menores
valores comparando com as duas varidveis supracitadas (Reinert et al, 2016). Provavelmente 0 uso
de contaminantes mais refinados, torne Piabs mais precisa que Pitotal. Em rela¢do a Fv/Fm esta
varidvel ja se mostrou eficiente para demonstrar estresses em espécies no mesmo género estudado
no presente estudo (Barnuevo & Asaeda, 2018).

Com base nos resultados obtidos nesse estudo é possivel inferir que a resisténcia e a
resiliéncia da espécie de R. mangle nos manguezais onde as folhas foram coletadas, depende de
caracteristicas do local onde vivem. Mesmo sendo considerado um género antigo, datado do
Pleistoceno (Duke, 2002) que resistiu a periodos de glaciacdes e interglaciacdes e demais
intempéries como tsunamis e terremotos (Schaffer-Novelli, 1999; Duke, 2002; Pereira & Gomes
2021). Mudancas em curto periodo de tempo pedem fazer com que esta espécie ndo se adapte. Para
isso, estudos ecofisiologicos objetivando avaliar efeitos antrépicos nestas espécies podem ajudar na
compreensdo dos efeitos que estas mudancas podem causar na espécie e tracar metodologias para
mitigar esses estresses e ajudar na manutencao da R mangle. (Lewis et al 2011). Acreditamos que
entender o efeito de contaminantes que estdo cada vez mais frequentes nos manguezais, nas folhas
desta espécie, destacando a importancia da mesma para a fixacdo do ecossistema, ajudaria na
conscientizacdo e melhorias na conservacao da mesma, bem como 0 ecossistema, uma vez que a

conectivadade planta ecossistema é muito forte.
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Conclusdes

Apdbs os comparativos dos atributos foliares dos diferentes manguezais observa-se que estes
refletem nas respostas da interacdo das folhas com os diferentes contaminantes, onde folhas com
atributos de maiores médias apresentam maiores resisténcia ao efeito dos contaminantes.

Manguezais mais conservados, ou, como no caso do manguezal do Rio Pardo, uma Ressex,
com bacias hidrograficas de grande vasdo, tendem a ter um maquinario fotossintético mais resistente
aos contaminantes, diferindo na vitalidade das folhas. Porém a gasolina se mostrou um contaminante
bastante nocivo para a espécie, sendo capaz de atingi-la de forma intensa, mesmo estando em um
ambiente que possua maior conservagdo que os demais. Comparando com o Acuipe , as folhas dos
manguezais de Canavieiras possuem maior resisténcia, provando que estratégias de conservagdo do
ambiente podem ajudar na conservacao da espécie.

Por fim, a variavel que melhor detecta os danos dos contaminantes no maquinario
fotossintético é Piabs, por ser uma varidvel mais direta. Ela afere a performance fotossintética
atraves do indice de desempenho de energia nos aceptores de elétrons, e apresenta maior acuidade

em diferir o tamanho dos danos dos contaminantes nas folhas de R,mangle .
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CONSIDERACOES FINAIS

Existem lacunas nas areas de pesquisa, principalmente quando se trata de ecologia e
conservacao das espécies de mangue para que possam conhecer 0 ecossistema e ajudar a mitigar
danos antrdpicos de curto, médio e longo prazo de forma pontual ou generalizada, a exemplo
de estudos de area, geoprocessamento, relacao planta-solo e assim inferir, escala nacional, com

parametros que podem identificar areas de risco de contaminacao ou areas ja contaminadas.

A Fluorescéncia da clorofila € uma importante ferramenta para inferir danos de
hidrocarbonetos de contaminantes derivados do petréleo em escala de folha e pode ajudar a

descrever caracteristicas fisioldgicas para determinar vitalidade da espécie estudada.

Variaveis da curva OJIP, tais como as que identificam indice de performance da cadeia
de transporte de elétrons da fotossintese, podem ser utilizadas com mais frequéncia para indicar
a danos da contaminacdo de hidrocarbonetos originarios do petroleo em escala foliar de
Rhizophora mangle, podendo ser expandida para outras espécies.

Caracteristica foliares e conservacdo do ambiente podem ajudar na resiliéncia e
resisténcia foliar da R. mangle a exposicao aos contaminantes derivados do petréleo, uma vez
gue quanto maior a vasao dos rios que banham os manguezais maior os atributos foliares tais

como, area foliar, massa foliar especifica e clorofila.
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