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RESUMO

A poluicédo por metais pesados € um fato recorrente em areas industriais,
sendo as regides estuarinas as mais afetadas. Uma vez alcancando as aguas
dos rios, estes metais podem se depositar facilmente sobre os sedimentos de
manguezais, podendo comprometer sua fauna e flora. Entretanto, ndo existem
estudos relacionando esse tipo de impacto ambiental ao nivel molecular de
Ucides cordatus. Este trabalho teve como objetivo detectar possiveis
diferencas na diversidade genética dos exemplares de caranguejo-uca (Ucides
cordatus) coletados em manguezais da Juréia, Cubatdo e S&o Vicente,
utilizando técnicas de Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), tendo
como base as concentracdes de cadmio, chumbo, cobre, cromo e mercurio
presentes em amostras de sedimento e agua destes locais. As analises de
metais pesados demonstraram menores teores para a Juréia, seguida por
Cubatdo e apresentando as maiores concentracoes em Sao Vicente. Da
mesma maneira, as analises moleculares empregando as distancias genéticas
de Nei e o coeficiente de Nei & Li (com base na média das medidas de
distancia - UPGMA), demonstraram maior similaridade entre a Juréia e
Cubatdo, com Sao Vicente ocupando um ramo diferente. Os resultados
encontrados indicam o RAPD como uma importante ferramenta na investigacéo
dos efeitos causados pelos metais pesados, embora seja necessario evidenciar
que a diversidade genética pode ser influenciada por outros fatores que nao os

de contaminagao ambiental.

Palavras-chave: Ucides cordatus; RAPD; Diversidade Genética; Manguezal,

Metais Pesados; Conservacéo.
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ABSTRACT

In industrial areas, the pollution for heavy metals is a common reality,
and estuarine regions are the most affected of all. Once reaching the rivers
waters, these metals can easily settle in mangrove sediments, compromising its
fauna and flora. However, there are no studies relating this kind of
environmental impact at the molecular level of Ucides cordatus. This study has
the aim of seeking for differences on genetic diversity of the uca-crab (Ucides
cordatus), collected on mangroves from Juréia, Cubatdo and Sao Vicente,
utilizing the techniques of Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), and
based on cadmium, lead, copper, chromium and mercury concentrations,
present in sediment and water samples. Through heavy metals analysis, Juréia
showed the smallest levels, followed by Cubat&o, with S&o Vicente showing the
highest levels. Similarly, molecular analysis using Nei's Genetic Distance and
Nei & Li's Coefficient (based on Unweighted Pair-Group Arithmetic Average -
UPGMA) showed biggest similarity between Juréia and Cubatdo, with Sao
Vicente in a different cluster. The results obtained with the current study
suggest that RAPD is an important tool on the investigation of heavy metals
effects above organisms, although it's important to emphasize that genetic
diversity may be influenced by several factors beyond exposition to

contamination itself.

Key-words: Ucides cordatus; RAPD; Genetic Diversity; Mangrove; Heavy
Metals; Conservation.



INDICE

1. INTRODUGAO........coiiiiiieee ettt sttt te e e are e 1
1.1. O Ecossistema Manguezal............ccccuvvvvvviniiiiiiiiineeeeeeeeen, 1
1.2, MANQUES.... e e e 2
1.3 FAUNG. e 3
1.4. Energia e ciclagem do Carbono..........ccccccevvvivviiiiiiiiiieneeennn. 5
1.5, UCIHES COrdatUS.......uuuuuuniiiiiieeeeeeieeeeeeeeieeiiiii e 7
1.6. Impactos sobre as areas de manguezaisS............c.ceeeeeeeenns 9
1.7. Ferramentas moleculares..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiineeee e 11

2. OBIETI IV O S . .. e e 13
3. MATERIAIS E METODOS ... .ottt eeeiaaa e 14
3.1, Areas de ©STUAOD.......ceeeeeeee e e e et e e e e e e 14
3.2.  MetaiS PESAUODS. .....ccceeeeeeeeeeeeeeeee e 16
3.3. Coleta dos animais e obtencdo de material genético........ 17
3.4, EXtrac8o de DNA... ...ttt 18
3.5.  Random Amplified Polymorphic DNA — RAPD...............19
4, RESULT AD S . ... e e 22
4.1. MetaiS PESAUOS. ......cciiiiiiiiiiiiiiiiria e 22
4.2. ANAlISES MOIECUIAIES. .....oeeeeeeee e 25
5. DISCUSSAO. ...ttt ettt r et 31
6. PERSPECTIVAS FUTURAS .. ... et 41
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS......ooioeeeeeeeeeeeeeeeee e 42



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1: DistribuicAo dos manguezais pelo globo terrestre, associada as

COIreNteS OCEANICAS QUENTES. .. uuuuiiii i e e e e e eeeeeeeeeeettt s s e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeaeeannnnn s 1
FIGURA 2: O caranguejo de manguezal, Ucides cordatus............cccceeeeeereeenennnn. 7
FIGURA 3: A distribuicdo do caranguejo de manguezal Ucides cordatus........... 7

FIGURA 4: Imagens de satélite das trés areas de manguezal do Estado de S&o
Paulo avaliadas no presente estudo, com a por¢cdo do litoral paulista que
abrange as trés areas de estudo (a) e manguezais de Cubatéo (b), Juréia (c) e
Y= (o Yo =T o1 (=N (o ) 16

FIGURA 5: Fotografia do gel obtido a partir da reagédo feita utilizando-se o
oligonucleotideo OPE12 para as amostras de Ucides cordatus obtidas nas
areas de manguezal da Juréia, Cubatio e S&o Vicente (n=15/cada). A
esquerda do conjunto superior e inferior das amostras, verifica-se o marcador
molecular DNA Ladder 1KD..........oiiiie i 26

FIGURA 6: Representacdo do numero de loci gerado por cada um dos
oligonucleotideos investigados no presente estudo.............ccvvevviiiiiennnnn. 27

FIGURA 7: Numero de fragmentos amplificados por cada um dos
oligonucleotideos investigados, entre cada uma das areas de manguezal...... 28

FIGURA 8: Dendograma das medidas originais de distancia genética de Nei

FIGURA 9: Dendograma construido com base nos dados fornecidos pelos sete
oligonucleotideos INVEStIGadOS. ........cccuuiiiiiiiiiiiiiiieee e 30

Xi



INDICE DE TABELAS

TABELA I: Lista dos oligonucleotideos do kit Operon utilizados no presente
estudo e suas respectivas sequéncias nucleotidicas. Em destaque, estédo
representados os  oligonucleotideos que apresentaram resultados
INTOIMALIVOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e s e e s e 21

TABELA 1I: Valores de referéncia para o sedimento (Eastside Environmental
Statement: Sediment Quality, 2007) e a agua salobra (Resolucdo CONAMA n°

1S (015 P URPR T SOPPRPRRR 23
TABELA Ill: Médias das concentracdes de metais pesados (ug.gl) nas
amostras de sedimento em cada uma das areas de manguezal, para a
superficie e nas trés profundidades (CM)........c.ovviiiiiie it e, 23

TABELA IV: Médias das concentracdes de metais pesados (ug.ml™)
nas amostras de agua em cada uma das areas de manguezal....................... 24

TABELA V: Medidas originais de distancia genética de Nei (1972) calculadas
para as trés areas de eStUAO..........oceieiiiiiiie e 29

Xii



1. INTRODUCAO

1.1. O Ecossistema Manguezal

Encontrado entre os trépicos, 0s manguezais possuem seu limite inferior
(no hemisfério sul) e superior (no hemisfério norte), claramente demarcados
pelas correntes oceanicas quentes. SPALDING et al. (1997) estimaram que 0s
manguezais possuiam uma cobertura mundial de 181.000km? (Figura 1). No
Brasil os manguezais estdo localizados entre o Cabo Orange, no Amapa
(04°30°'N) e Laguna, em Santa Catarina (2830’'S) (S CHAEFFER-NOVELLI et al.,
1990), totalizando cerca de 13.400km?2, conferindo-lhe a segunda posicdo no

ranking mundial (SPALDING et al., 1997).

Figura 1: Distribdigédr dos ménguezais pelo globo terrestre, associada as

correntes oceénicas quentes (Fonte: Adaptado de “Imagem true-color planificada do Planeta
Terra (NASA - U.S. Geological Survey)”.

Dados da literatura demonstram que a localizacdo geografica dos
manguezais tem relacdo com a temperatura superficial do mar, estando restrita
a isoterma de 24<C, ocorrendo reducdo em sua biodiv ersidade a medida que
se aproximam destes limiares (HUTCHINGS & SAENGER, 1987). Como exemplo
deste fato, temos pesquisas desenvolvidas por BRANCO (1993), durante trés
anos em Santa Catarina, que € o limite austral da distribuicdo dos manguezais
no Brasil, onde evidenciou grande mortalidade dos exemplares de Ucides
cordatus durante junho e julho, quando a temperatura no interior das galerias

escavadas por estes animais pode chegar a 10°C. Neste mesmo estudo, este



autor percebeu que a temperatura do ar também pode afetar a biologia destes
animais, de tal modo que a partir de 15°C, eles reduzem sua atividade,
passando a maior parte do tempo dentro das galerias.

1.2. Mangues

A vegetacdo encontrada nos manguezais recebe a denominacao
mangue, que € representado mundialmente por 69 espécies. No Brasil, esta
vegetacdo é constituida principalmente por trés espécies arboreas (DUKE,
1992), a saber: o mangue vermelho - Rhizophora mangle (LINNAEUS); 0 mangue
preto - Avicennia schaueriana (STAPF & LEECHMAN); € O mangue branco -
Laguncularia racemosa (C.F. GAERTNER). Outras espécies menos
representativas deste ambiente sdo a graminea Spartina alterniflora e a
angiosperma Avicennia germinans, sendo esta Ultima n&o encontrada na
Regido Sudeste do pais.

Para viver neste ambiente de transi¢cdo entre 0s ecossistemas marinho e
terrestre, a flora dos manguezais € altamente especializada. Assim, as plantas
possuem adapta¢cdes morfoldgicas e fisioldégicas especificas para sobreviverem
a expressiva variacao de salinidade causada pela acdo das marés, bem como
pela condicdo anaerobica do sedimento (constituido por grdos finos e de
elevada compactacdo) e baixa estabilidade deste substrato altamente
inconsolidado. Com a inundagdo dos manguezais durante parte do dia, a
respiracdo das plantas € comprometida, uma vez que 0s espacos intersticiais
do solo sédo preenchidos por agua, e ndo somente por oxigénio, dificultando o
processo de difusdo gasosa. Como adaptacbes merecem destaque as raizes
escoras e aéreas que partem dos galhos inferiores de Rhizophora mangle, e os
pneumatoéforos em Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa (nesta
Gltima espécie de menor porte), que apresentam lenticelas, responsaveis pelas
trocas gasosas (SCHOLANDER et al., 1955; HOGARTH, 1999; NASCIMENTO, 2007,
PINHEIRO et al., 2008). A condicdo salobra dos ambientes de manguezal pode
ser prejudicial as plantas por criar pressdo negativa a absorcdo de agua
(HOGARTH, 1999). Em relacdo ao controle da osmolaridade, NASCIMENTO (2007)
diferencia as espécies de mangue como filtradoras ou excretoras de sal.

Rhizophora mangle € considerada uma espécie filtradora de sal, possuindo
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raizes permeaveis a agua e nutrientes, mas nao ao sal. Avicennia shaueriana,
por sua vez, € uma espécie excretora, absorvendo o sal do solo, que é
excretado, posteriormente, pelos estdbmatos radiculares. Mesmo sendo uma
espécie filtradora, Rhizophora ndo consegue impedir totalmente a absorgcéo do
sal, que pode ser depositado nos troncos e raizes, 0 mesmo ocorrendo com as
espécies de Avicennia (HOGARTH, 1999). PINHEIRO et al. (2008) ressalta, ainda,
a presenca de glandulas de sal na superficie abaxial das folhas de Avicennia.

AdaptacOes reprodutivas, em conjunto com as adaptacdes citadas
anteriormente, também garantem o sucesso das espécies de manguezal. De
maneira geral, as espécies vegetais caracteristicas de manguezal possuem
reproducao por viviparidade, liberando propagulos (sementes germinadas), que
permitem a colonizacéo junto a espécie mae, como também, por flutuacdo, sua
disperséo pela agua. Um bom exemplo sdo os Rhizophoraceae, que possuem
propagulos que podem durar até meses em estagio de dorméncia, com grande
capacidade de dispersdo (DUKE, 1992).

1.3. Fauna

Os manguezais podem ser considerados ambientes marginais, cujos
limites sé&o definidos pelos niveis das marés, de maneira que seus organismos,
tanto vegetais quanto animais, vivem em condi¢cées ambientais extremas. Este
fato faz com que a biodiversidade nesses locais seja relativamente pequena,
uma vez gue poucos organismos estdo adaptados a extremos de salinidade,
vento, radiacdo solar, aridez e inundacdo, entre outros parametros que se
alteram brusca e, constantemente, além da propria intervengdo antropica
(VaNuccl, 2001).

Os animais constituintes da fauna dos manguezais podem fazer parte
tanto da micro-, quanto da macrofauna, podendo ser aquaticos ou terrestres, e
classificados como residentes ou temporarios. Entretanto, a classificacdo da
fauna real dos manguezais é discutivel, uma vez que existem animais que sao
residentes permanentes, totalmente dependentes deste ambiente, enquanto
outros sao classificados como visitantes oportunistas (MACINTOSH & ASHTON,
2002), frequentando-o apenas em determinados periodos do ano ou de seu

ciclo de vida.



Os troncos das arvores de manguezal possuem comunidades de
organismos constituintes da chamada epifauna, tais como esponjas, bivalves,
briozoarios e cracas. O sedimento, por sua vez, serve de habitat para
componentes da meiofauna, tais como anelideos, alguns moluscos e
nematodos. Entre os insetos, figuram espécies herbivoras, detritivoras,
predadoras ou de habito alimentar mais generalista, entre os quais figuram
uma grande variedade de mosquitos, cuja presenca é justificada pelas pocas
d’agua que lhes permite a postura de ovos. As familias de crustaceos
decapodos braquidros predominantes nos manguezais sdo a Ocypodidae e
Grapsidae (GoLLEY et al., 1962), podendo, ocasionalmente, serem também
encontrados representantes de Xanthidae, Portunidae, além de algumas
espécies de camardes (Peneidea e Caridea) e ermitdes (Anomura). Os anfibios
e répteis sdo pouco comuns neste ambiente, encaixando-se na categoria de
visitantes, tendo como exemplos algumas cobras, lagartos e ras. Os peixes,
gue em sua maioria Sao juvenis, podem ser encontrados nos canais estuarinos,
pocas e entre as raizes aquaticas, permitindo caracterizar o ecossistema de
manguezal como verdadeiros bercarios naturais. Devido a baixa diversidade
floristica, grande parte das espécies de aves é temporaria, recorrendo a este
ambiente em busca de poleiros para descanso/nidificagéo e, no caso daquelas
que se alimentam de peixes (p. ex., garcas) e crustaceos (p. ex., SOcCO-
caranguejeiro), por alimento. Da mesma maneira, oS mamiferos que ocorrem
nos manguezais podem ser classificados como visitantes oportunistas,
utilizando estas areas apenas como sitio de alimentagdo (MACINTOSH &
ASHTON, 2002).

No que diz respeito aos manguezais do litoral paulista, entrevistas feitas
com catadores de caranguejo no Municipio de Iguape, apontam para a
presenca do socod (Nyctanassa violacea cayennensis), da saracura (Aramides
mangle), do mao-pelada (Procyon cancrivorus), de ostras (Crassostrea
rhizophorae), do camarédo-rosa (Farfantepenaeus brasiliensis e F. paulensis) e
dos caranguejos guaiamu (Cardisoma guanhumi) e uca (Ucides cordatus)
(FISCARELLI & PINHEIRO, 2002).

PINHEIRO et al. (2008) citam diversas espécies caracteristicas para o

litoral paulista. Entre os moluscos, sdo exemplos Littorina sp., Crassostrea
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rhizophorae, Mytella falcata e Anomalocardia brasiliana. Os crustaceos mais
comuns sdo Cardisoma guanhumi, Ucides cordatus, Goniopsis cruentata,
Aratus pisonii, Callinectes danae e C. sapidus, Sesarma rectum, Armases
angustipes e A. Rubripes, e Macrobrachium spp. Entre os peixes, destacam-se
a tainha (Mugil spp.), o robalo (Centropomus spp.), a corvina (Micropogonias
fournieri) e o espada (Trichiurus lepturus). Os répteis encontrados sao cobras-
d’agua (Liophis miliaris e Helicops carinicaudus) e, eventualmente, jacaré-do-
papo-amarelo (Caiman latirostris). As aves caracteristicas sdo guara-vermelho
(Eudocimus ruber), garcas (Ardea alba e Egretta thula), maguari (Ardea cocoi),
socos (Nyctasnassa violacea, Nycticorax nycticorax) e colhereiro (Ajaja ajaja).
Os mamiferos mais tipicos sdo o mao-pelada (Procyon cancrivorus), o

cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e o boto-cinza (Sotalia guianensis).

1.4. Energia e Ciclagem do Carbono

A entropia dos manguezais é considerada alta, com intensa reciclagem
de nutrientes decorrente dos processos quimicos e fisicos, que ocorrem sob
elevadas temperaturas. Por este motivo, este ecossistema é capaz de oferecer
protecdo, constituindo um verdadeiro bercario natural para muitas espécies,
principalmente de peixes e crustaceos, bem como um cenario ideal para a
alimentacdao e nidificacdo da avifauna (VANuccl, 2001).

Quanto a produtividade, ALONGI (1998) demonstrou que os mangues das
regides da Carolina do Sul, Nova lorque, Massachusetts e Australia contribuem
com a Producdo Primaria Anual (C.m2.ano™) em valores superiores a 70%
quando comparados as macroalgas, microalgas, fitoplancton e epifitas,
mostrando a importancia desse tipo de vegetacao na captacéo e exportacado do
carbono atmosférico para a rede tréfica. JENNERJAHN & ITTEKKOT (2002)
estimaram um acumulo nos sedimentos dos manguezais tropicais da ordem de
23.10%g de carbono, e a introducdo de cerca de 46.10%g de carbono
proveniente destas areas de manguezal na costa oceanica, constituindo 11%

do aporte total de carbono no oceano.



A serrapilheira dos manguezais, composta por folhas, propagulos e
demais estruturas vegetais que caem ao solo, constituem a necromassa, que
pode ter quatro destinos. O mais comum €é que seja processada por
caranguejos ou diretamente decomposta por bactérias e fungos (HOGARTH,
1999). Entretanto, devido as marés oceanicas, costeiras e ao fluxo fluvial, esta
necromassa pode ser exportada dos manguezais, seja na forma de matéria
organica dissolvida ou particulada, podendo atingir distancias relativamente
grandes, dependendo do regime das correntes no local (VANuccl, 2001). Além
dos trés destinos citados anteriormente, a necromassa pode ainda ser
acumulada no sedimento.

Ao atingir o solo, o material vegetal pode ser imediatamente
fragmentado pelo sistema digestorio dos caranguejos e gastropodos, ou
permanecer por tempo suficientemente longo no solo, onde ocorre a liberacéo
de Carbono Orgéanico Dissolvido (DOC), taninos e polifendis. Somente apds
este processo inicial ocorre a interacdo microbiana, uma vez que produtos
como o tanino inibem o crescimento microbiano. De maneira geral, € dificil
mensurar a produtividade decorrente do processamento pelos caranguejos,
bactérias e fungos, embora seja evidente que tais atividades irdo resultar na
liberacdo de DOC para outros organismos. No Brasil, o processamento do
material vegetal confere ao caranguejo-uca (Ucides cordatus) o segundo lugar
no fluxo energético e a maior biomassa no manguezal (KocH, 1999). Cerca de
68% das folhas ingeridas por este caranguejo retornam ao sedimento em forma
de particulas, maximizando em até 70% a eficiéncia da acgdo bacteriana
(BEGON et al., 1996).

A fragmentacdo da matérial vegetal por gastropodos e pelos crustaceos
braquilros acelera o processo microbiano, disponibilizando alimento para
organismos detritivoros de menor porte e sua conversao para biomassa animal,
que ficara disponivel para consumidores (p. ex., peixes e aves). Além disso, as
fezes dos gastropodos e crustaceos representam uma fonte com alto teor de
nitrogénio. Assim, o processamento microbiano resultara em disponibilizacao
de Carbono Orgéanico Particulado (POC), que servira de alimento aos
organismos da meiofauna, como também aos detritivoros da macrofauna. Por
outro lado, a morte de bactérias também resultard em liberagcdo de DOC ao

ambiente, que sera utilizado por outros microrganismos (HOGARTH, 1999).



Cabe, portanto, ressaltar a importancia do caranguejo nédo sO para as
comunidades ribeirinhas, enquanto alimento ou fonte alternativa de renda, mas
também como participante ativo da ciclagem do carbono, tdo importante para o
manguezal e para as areas adjacentes, através da exportacdo de matéria

organica.

1.5. Ucides cordatus
O caranguejo-uca, Ucides cordatus (Linnaeus, 1763) (Figura 2), é um
crustdceo braquiuro amplamente distribuido em manguezais do Atlantico
Ocidental, entre as latitudes 25°N e 27°S (MeLO, 1996) (Figura 3). Essa espécie

constroi suas galerias no sedimento dos manguezais, alimentando-se,

principalmente, das folhas de mangue das espécies arboreas ja mencionadas.

¥ . ¥
Figura 2: Exemplar macho adulto do caranguejo

de manguezal, Ucides cordatus. (Fonte: Marcelo
Pinheiro).

Figura 3: A distribuicdo do caranguejo de
manguezal Ucides cordatus. (Fonte: Adaptado

de “Imagem true-color planificada do Planeta Terra
(NASA - U.S. Geological Survey)”.

E muito comum as comunidades ribeirinhas utilizem-se da extragdo dos
organismos de manguezal para sua subsisténcia. Entre o0s crustaceos
decapodos, merece destaque a comercializagdo dos braquiudros,
majoritariamente o caranguejo-uca (U. cordatus), conferindo a esta espécie
expressiva importancia econdmica (ALVES & NISHIDA, 2003). Entretanto, como
existe um grande mercado consumidor para este item alimentar, sua

exploracdo vem crescendo exponencialmente, com relato pelos préprios



catadores sobre tal diminuicdo na abundancia e de tamanho dos animais
(FISCARELLI & PINHEIRO, 2002). Como consequéncia do quadro atual, a espécie
Ucides cordatus € classificada como sobrexplotada na Lista Vermelha do
Brasil, assim como na Instru¢do Normativa n°® 5, de 21/05/2004, do Ministério
do Meio Ambiente (MMA, 2004; CRITICAL ECOSYSTEM PARTNERSHIP FUND, 2007).
GLASER & DIELE (2004) indicam declinio populacional desta espécie, com base
na analise do tamanho comercial, estabelecendo uma reducdo de 16% na
captura por unidade de esfor¢co entre 1997 e 2001, bem como em 20% no
retorno econdmico decorrente desta atividade.

Além de U. cordatus ser uma espécie de crescimento lento (PINHEIRO et
al., 2005), sua reproducao sofre limitacdo por uma série de fatores abioticos e
bidticos, entre 0s quais podem ser inclusas as atividades antropicas
decorrentes de sua exploracdo comercial. A captura predatoria e nuamero
excessivo de catadores podem atuar negativamente sobre o0 estoque
populacional, acarretando na diminuicdo do recurso em abundéancia e tamanho.
Tal fato € devido a reduzida taxa de crescimento da espécie, que atinge o
tamanho minimo de captura (6cm, segundo a Portaria IBAMA 70/2000), com
uma idade de 4 a 5 anos, segundo PINHEIRO et al. (2005). Neste sentido, €
imprescindivel a elaboracdo de um plano de manejo para este recurso
pesqueiro, proporcionando um equilibrio entre a producdo e explotacdo, com
vistas a sustentabilidade. A analise de crescimento de Ucides cordatus
demonstra que, apesar de apresentar grande porte na fase adulta, possui
reduzida taxa de crescimento (PINHEIRO & FISCARELLI, 2001), o que traz
preocupacao quanto a continuidade futura de sua exploracdo. A auséncia de
um plano de manejo nacional para a espécie, particularmente em regides
brasileiras onde ela apresenta maior comércio, ja tem promovido o declinio
populacional e reducdo do tamanho dos exemplares.. As dificuldades
encontradas para a producdo larval desta espécie em laboratério, seja para
otimizar a sobrevivéncia larval ou produzir alimento adequado ao
desenvolvimento das larvas e formas adultas, ainda séo tarefas dificeis
(OsTRENSKI et al., 1995; LIMA & OsHIRO, 2006). Neste sentido, 0 manejo das
populacbes naturais desta espécie ainda € a melhor solugdo para a
continuidade dos estoques populacionais deste recurso pesqueiro (MARCELO

PINHEIRO, com. pess.).



Visando a conservacdo da espécie, a Portaria n° 52, de 30/09/2003
(IBAMA, 2003), regula a exploracédo de Ucides cordatus na regido Sudeste-Sul
Brasileira, compreendendo os Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo, Parana e Santa Catarina. Esta legislacédo proibe, em qualquer época do
ano, a captura de fémeas ovigeras e de individuos com largura cefalotoracica
inferior a 60mm, do estoque e comercializacdo de partes isoladas (p. ex.,
quelipodos), bem como o uso de armadilhas, petrechos, instrumentos cortantes
e produtos quimicos na captura, estando os infratores sujeitos as penalidades
previstas em Lei.

PAssos & D1 BENEDITTO (2004) conduziram trabalhos no Manguezal do
Gargau (RJ), visando investigar o respeito as Portarias do IBAMA quanto ao
defeso de U. cordatus, através de mensuragcfes dos exemplares e
levantamento das técnicas empregadas em sua captura. As autoras
perceberam que a largura cefalotoracica dos espécimes capturados obedecia a
legislacdo, com medidas entre 60 e 65mm, embora a forma de captura mais
comum seja com redinhas, que séo tramas de rafia colocadas na entrada das

galerias, terminantemente proibidas pela Portaria IBAMA n° 52/2003.

1.6. Impactos sobre as Areas de Manguezal

De modo geral as regibes costeiras tendem a apresentar intensa
ocupacdo humana, ocasionando forte pressdo sobre os frageis ecossistemas
que ai se encontram. No Brasil, grandes cidades estdo localizadas na zona
litordanea, promovendo elevado adensamento populacional humano nessas
regibes, o que € agravado, ainda mais, pelo continuo crescimento destas
populacfes. No litoral paulista € grande o nimero de pessoas morando em
palafitas, que sdo habitacdes construidas precariamente as margens de rios e
estuarios (AGEM, 2005). A ocupacdo irregular dessas areas resulta em
destruicdo dos manguezais, acabando por causar deterioracdo das areas de

manguezal adjacentes, principalmente devido ao acumulo de lixos e dejetos.

Outro fator muito importante, que deve ser levado em conta quando o
assunto é o impacto de manguezais, diz respeito a opinido publica. Na maioria
das vezes, por desconhecimento, os manguezais sdo confundidos com areas

de esgoto (PINHEIRO, 1997), devido ao odor desagradavel que sua lama rica em
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matéria organica exala, de maneira que vém sendo dada preferéncia por sua
exploracdo em curto prazo (SAENGER et al., 1983). Por este motivo, este
ambiente vem sendo destruido sistematicamente, seja pela exploracdo e
comercializacdo de sua madeira, instalagdo de tanques para o cultivo de
camardes ou demais formas de aquicultura, além da especulacao imobiliaria,
que tem sido intensa e desenfreada (MACINTOSH & ASHTON, 2002; PINHEIRO,
2004; ELLISON, 2008).

Muitas pesquisas ja foram feitas acerca da poluicdo das aguas e
também de areas de manguezal por metais pesados e derivados de petréleo
(BURNS et al., 1993; KLEkowsKI et al., 1994; MACKEY & HODGKINSON, 1996; TAM
& WONG, 2000; DE WOLF et al., 2001; TAm et al., 2001; VALDOVINOS & ZUNIGA,
2002; KE et al., 2005; TAm et al., 2005), sendo a Baixada Santista um dos
exemplos. No presente estudo sera dado enfoque aos efeitos que 0s metais
pesados podem ter sobre a diversidade genética em populacbes de Ucides

cordatus.

Os compostos toxicos podem afetar os individuos de maneira direta
(compostos téxicos primarios) ou indireta (compostos tdxicos secundarios),
neste ultimo caso logo apds terem sofrido transformaces fisico-quimicas em
interagcbes com o meio (DE WOLF et al., 2004). Desta forma, os efeitos podem
ocorrer diretamente, por resultado mutagénico, ou decorrente de exposicao aos
seus elementos toxicos (BELFIORE & ANDERSON, 2001; THEODORAKIS, 2001; DE
WoOLF et al., 2004 apud BECERRIL et al., 2001).

Ha muitos estudos na literatura que relacionam os efeitos da polui¢éo
sobre espécies vegetais (SILVA et al., 1990; KLEkowskil et al., 1994), morfologia
(DE WoLF et al.,, 2001), comportamento (MACKEY & HODGKINSON, 1996) e
fisiologia de representantes do Subfilo Crustacea (HARRIS & SANTOS, 2000;
GRECO et al., 2001; VALDOVINOS & ZUNIGA, 2002). Porém, sdo escassos 0S
trabalhos que utilizam metodologias moleculares para averiguar o efeito dos
impactos ambientais sobre a fauna, particularmente nos ecossistemas

marinhos e estuarinos.
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1.7. Ferramentas Moleculares

As ferramentas moleculares sdo amplamente empregadas em estudos
com marcadores moleculares e taxonomia de espécies, principalmente as
técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction -
PCR), visando a deteccao de Polimorfismos de DNA Amplificados ao Acaso
(Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD). Os marcadores moleculares
possuem a capacidade de discriminar os taxa a partir da andlise do padréo de
bandas, apds amplificacdo ou, mais precisamente, a partir da auséncia ou
presenca dessas bandas nas amostras examinadas (PARKER et al., 1998; VON
SOOSTEN et al., 1998; KLINBUNGA et al., 2000; AL et al., 2004; NGUYEN et al.,
2005). Sendo assim, da mesma forma como € utilizada para determinar
marcadores moleculares, a técnica de RAPD também pode ser empregada em
estudos de ecotoxicologia, uma vez que pode ocorrer adicdo ou perda de
alelos (bandas) em funcdo de mutacoes, inversdes, delecbes ou rearranjos

cromossOmicos (DE WOLF et al., 2004).

O RAPD tem a vantagem de ser uma técnica simples, habil e altamente
sensivel na deteccdo de loci mdltiplos, exigindo pouco tempo de
experimentacdo e analise de dados. Além disso, apresenta baixo custo
operacional por permitir a analise de um grande numero de amostras, néo
exigindo conhecimento prévio acerca da genética da espécie estudada, uma
vez que sao utilizados oligonucleotideos aleatérios (VON SOOSTEN et al., 1998;
Lu et al., 2000).

O uso de marcadores moleculares, aliado a estudos acerca da ecologia
da espécie, sdo de extrema importancia por possibilitarem maior conhecimento
do assunto. Tal fato € de grande conveniéncia, principalmente na avaliacdo de
espécies de elevado valor econbmico e sobrexplotadas, como é o caso do
caranguejo-uca, além da importancia social que esta espécie apresenta para
as comunidades ribeirinhas. A intencado € que as atuais investigacdes suportem
planos de manejo adequados, assegurando a continuidade da espécie, visto
que sua reduzida taxa de crescimento anual indica que suas populacdes
apresentam baixa capacidade de recuperacdo em fungdo do tempo. Este

estudo possui grande importancia, ainda, para incrementar os conhecimentos
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bioecolégicos sobre a espécie, complementando dados ja obtidos até o
presente momento (BRANCO, 1993; PINHEIRO & FISCARELLI, 2001; HATTORI, 2002;
FISCARELLI & PINHEIRO, 2002; HATTORI & PINHEIRO, 2003; PINHEIRO et al., 2003;
PINHEIRO & HATTORI, 2003; FISCARELLI, 2004; CHRISTOFOLETTI, 2005; DALABONA
et al., 2005; OLIVEIRA, 2005; PINHEIRO et al.,, 2005; DIELE & SIMITH, 2006;
HATTORI, 2006; SANT'ANNA, 2006; PINHEIRO & HATTORI, 2006; € SANT'ANNA et al.,
2007).
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo analisar os efeitos da poluicédo
por metais pesados sobre o caranguejo-u¢ca (Ucides cordatus), a nivel
molecular, tendo como parametro os indices de cadmio, chumbo, cobre, cromo
e mercurio em trés localidades de manguezal da Regido Metropolitana da
Baixada Santista (Juréia, Cubatdo e Sao Vicente), para avaliar o possivel

impacto ambiental sobre a diversidade genética das populacdes desta espécie.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Areas de Estudo

Foram realizadas coletas em trés areas de manguezal (figura 4),
distintas entre si pelo grau de impacto ambiental, presumindo-se que a ordem

crescente de impacto seja: (1) Manguezal da Juréia, localizado no interior do

Mosaico de Unidades de Conservacdo Juréia-ltatins, proximo a Barra do Una
(24°26°0,3”S - 47°04'61,4”W); (2) Manguezal de S&o Vicente, localizado no Rio
Branco (2356'24,23”S - 4628'10”W), Municipio de Sé&o Vicente, considerado

um intermediario entre os manguezais de Cubatdo e Juréia; e (3) Manguezal

de Cubatéo, localizado no canal da Companhia Siderurgica Paulista (COSIPA),
ao lado inferior desta induastria, proximo ao Rio Morrfes (23°52'51,19”S
46°22'25,26"W), no Municipio de Cubatéo (SP).

O Mosaico de Unidades de Conservacao Juréia-ltatins localiza-se no
litoral Sul de Sao Paulo, e possui cerca de 80.000ha, abrangendo os
municipios de lItariri, Miracatu, Pedro de Toledo, Iguape e Peruibe (OLIVEIRA,
2004). Conforme o historico do local, a proposta de implantacdo de uma usina
nuclear (Nuclebras) na regido de Juréia-ltatins, em 1980, acabou por ganhar a
atencdo dos ambientalistas, que se opuseram a sua implantacdo em um local
de tdo grande biodiversidade (NOGUEIRA-NETO, 2004 apud Souza, 2007). A
pressdo destes ambientalistas gerou o Movimento de Protecdo da Juréia,
resultando na criagdo da Estacdo Ecoldgica Juréia-Itatins, a partir do Decreto
Estadual n°24.646, de 20/01/1986 (G OVERNO DO ESTADO DE SAO PAuULO, 1986).
Esta situacao foi mantida até dezembro/2006, quando houve a promulgacao da
Lei Estadual n°® 12.406, transformando a Estacdo Ecoldgica em Mosaico de
Unidades de Conservacdo (GOVERNO DO ESTADO DE SA0 PAuLO, 2006). A partir
desta lei, a regido da Barra do Una foi classificada como uma Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel (RDS) que, por definicdo, € uma area natural que
abriga populacdes tradicionais, tendo por objetivo a preservacéo da natureza e
garantia de melhores condi¢fes a qualidade de vida e exploracdo dos recursos
naturais pelas populacdes tradicionais (SNUC, 2000). Nestas areas € permitida

a visitacdo publica, a pesquisa cientifica (com prévia autorizacdo) e a
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exploracdo de recursos em regime de subsisténcia, minimizando os impactos

antrépicos.

Sé&o Vicente é um dos nove municipios da Regido Metropolitana da
Baixada Santista, possuindo aproximadamente 323.600 habitantes (IBGE,
2007). Apesar de contar com apenas 11 fontes industriais poluidoras (CETESB,
2007), os manguezais de Sao Vicente vém sofrendo expressiva presséo
antropogénica, particularmente pela ocupagdao humana irregular (p. ex.,
construcdo de casas e palafitas), o que se soma ao descarte incorreto de
residuos diretamente no ambiente. De acordo com dados da Agéncia
Metropolitana da Baixada Santista (AGEM, 2005), existe um grande numero de
habitacbes subnormais e/ou favelas, principalmente nas zonas periféricas da
regido, dentre as quais uma parcela significativa das pessoas (cerca de 1/3 da
populacdo) vive sobre palafitas as margens dos rios e sobre areas de

manguezal.

Cubatao é outro dos municipios que compde a Regido Metropolitana da
Baixada Santista, estando localizado no Litoral Centro Paulista. Possui cerca
de 120.270 habitantes (IBGE, 2007) e um dos maiores polos industriais
brasileiros, sediando 29 industrias que produzem fertilizantes, aco e compostos
quimicos (CETESB, 2007). Entre elas destaca-se a Companhia Siderurgica
Paulista (COSIPA), uma das principais emissoras de metais pesados. A intensa
atividade industrial na area levou Cubatdo a tornar-se alvo de discussdes
ambientais mundiais, por volta de 1980, com registros de doencas respiratorias
(UECHI, 2008), casos de cancer (FARIA et al., 1999), alterac6es hematoldgicas,
com comprometimento dos eritrocitos (NAoOUM et al., 1984), anencefalia (YOUNG
& LUSTOSA, 2001), entre outros (LABUNSKA et al. 1999; Luiz-SIiLvA et al., 2002;
HypoLITO et al., 2005; SIQUEIRA et al., 2005). Como aponta o relatdrio da
CETESB (2007), muitas vezes a agua acaba sendo o destino final destes
poluentes, de maneira que 0s manguezais da regido sao altamente afetados.
Apesar da implantacdo de programas de recuperacao ambiental em Cubatéo,
tais como o Programa de Controle de Poluicio Ambiental, iniciado em
julho/1983, dados da literatura demonstram que 0s compostos toxicos podem

se acumular nos sedimentos (TAM & WONG, 2000; HypoLITO et al., 2005),
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fortalecendo a necessidade de estudos sobre seus efeitos sobre a fauna dos
ecossistemas estuarinos expostos.

A selecdo desses trés manguezais, portanto, foi feita com base em
dados da literatura e no conhecimento sobre a regido. As coletas em Sé&o
Vicente e Cubatdo foram conduzidas em 20/05/2006, e na Juréia, em
04/06/2006.

Figura 4: Imagens de satélite das trés areas de manguezal do Estado de S&o Paulo
avaliadas no presente estudo, com a por¢ao do litoral paulista que abrange as trés

areas de estudo (a) e manguezais de Cubatéo (b), Juréia (c) e Sdo Vicente (d). Fonte:
Adaptado de “Imagens de Satélite do Estado de S&o Paulo”, da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) e Google Earth.

3.2. Metais Pesados

Para a verificagdo dos niveis de metais pesados nas areas de
manguezal em estudo, foram coletadas amostras de &agua e sedimento
seguindo o Protocolo de coleta fornecido pelo Centro de Assisténcia
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Toxicologica (CEATOX), do Instituto de Biociéncias (IB) - Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu.

Em cada uma das areas de manguezal foram coletadas amostras de
sedimentos em quatro diferentes profundidades (superficie, 15cm, 30cm e
45cm), totalizando trés amostragens em cada um dos manguezais. Para a
coleta, foram utilizados p&, trena e frascos plasticos de polipropileno
esterilizados e devidamente etiquetados. Frascos similares foi feita uma
amostragem de agua em cada area de manguezal, constituida por quatro
amostras de agua (25mL cada), sendo uma delas junto a margem do
manguezal e as demais perpendicularmente e contiguas, a cada 10m, em

direcéo ao apicum (por¢cao mais interna do manguezal).

As amostras de agua e sedimento foram levadas ao laboratério e,
posteriormente, enviadas ao CEATOX/UNESP Botucatu para determinacdo
das concentracdes de Cadmio, Chumbo, Cobre, Cromo e Mercurio. O método
utilizado foi o de mineralizagcdo por via umida com &cido nitrico (HNO3) 65%
(BASSET et al., 1981) em forno de microondas (Provecto — DGT — 100 plus),
por meio de um programa especifico para solo/sedimento, fornecido pelo
fabricante do microondas. A identificacdo foi realizada pelo método de
Espectrofotometria  por  Absorcdo Atbmica (GBC - 932 AA)
(ATHANASOPOULOS, 1994).

Os resultados obtidos foram submetidos a analises de variancia (uma ou
duas vias) ou ao Teste T-Student, utilizando os programas Statistica v. 6.0 e
BioEstat v. 5.0 (AYRES et al., 2007).

3.3. Coleta dos animais e obtencédo de material gené tico

Em cada um dos manguezais foram coletados exemplares de Ucides
cordatus por braceamento, que consiste na captura direta dos animais pelo
catador com a introdugcdo do braco nas galerias, resultando na obtencéo de
exemplares com largura cefalotoracica (LC) superior a 6cm, em respeito a
Portaria IBAMA n52/2003.
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No total foram coletados 56 espécimes (16 no manguezal da Juréia e 20
no manguezal de Cubatéo e 20 espécimes em S&o Vicente, respectivamente).
Uma vez capturados, os animais eram colocados em caixas plasticas e
transportados ao laboratério. No momento das analises, com uso de material
esterilizado, foi extraido cerca de 1cm® da musculatura associada aos
pereibpodos, na regido abaixo das branquias. Este material foi entdo
armazenado em tubos Eppendorf com capacidade de 2ml, com etanol
absoluto, sendo estocado a -20°C, para posterior realizacdo das analises

moleculares.

3.4. Extracdo de DNA

Amostras da musculatura do cefalotérax de 15 espécimes de Ucides
cordatus de cada uma das trés areas de estudo foram utilizadas como fonte de
material genético, sendo utilizado o protocolo descrito por SAMBROOK et al.

(1989) para extracao de DNA gendmico, com algumas modificagdes.

Pesou-se 20mg da musculatura de cada amostra, que foram transferidos
para um cadinho para sua maceracao com nitrogénio liquido. Em seguida este
material foi transferido para tubos Falcon de 15ml, onde foram adicionados 3ml
de solucéo de lise, composta por Tris HCI 0,1M pH8,0; NaCl 0,4M; Edta 0,1M
pH8,0; Proteinase K 0,1mg/ml; e SDS 0,1%. Os tubos foram incubados em
banho-maria (56C, por quatro horas), sendo homogeneizado a cada 30
minutos pela leve inversdo dos mesmos. Decorrido o tempo do banho-maria,
as amostras permaneceram em descanso até atingirem a temperatura
ambiente, sendo adicionados 420ul de Acetato de Amonio 7,5M. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas (15 minutos a 20C, a 3.220Xg). O
sobrenadante foi recuperado, com acréscimo de dois volumes de Etanol
absoluto gelado. Os tubos foram novamente homogeneizados por inversao e
as amostras mantidas, durante 40 minutos, em um freezer a -80C. O material
foi novamente centrifugado (25 minutos a 4C, a 3.220Xg) e o sobrenadante
descartado, com adicdo de 800ul de Etanol 70% gelado em cada amostra.
ApOs nova inversao dos tubos, as amostras foram mais uma vez centrifugadas

(5 minutos a 4C, a 3.220Xg). O sobrenadante de cada tubo foi hovamente
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descartado e o pellet resultante foi deixado para secar (40 minutos em fluxo
laminar). Posteriormente, foi feita a solubilizagdo do DNA contido nos tubos
pela adicdo de 200ul de tampdo TE1lx (preparado a partir de uma solucdo
estoque de TE10x contendo Tris-HCI 10mM, pH8,0, e EDTA 1mM, pH8,0).

3.5. Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD

Para a realizacdo do Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
foram feitas reacdes de amplificacdo de volume total de 20ul, utilizando-se
2,0ul de tampéao de reacdo de PCR T1x 2uM, 0,4uL de dNTP 200uM, 1,0uL de
oligonucleotideo 5pmol, 0,6ul de MgCl, 6mM, 0,5ul de tag-polimerase 1U, 40ng
de DNA e agua ultra-pura (Milli-Q) g.s.p.. As definicdes adotadas no
termociclador consistiam em um programa com uma etapa de denaturacao
inicial do DNA por 3 minutos a 95, seguida por 35 ciclos de 15 segundos a
94<C, 30 segundos a 35T, e 60 segundos a 72T, fin alizando com uma etapa
de extens&o de 4 minutos a 72<T.

Apés a amplificacdo, as amostras foram visualizadas apoés eletroforese
em gel de agarose 2% com TBE 1x (preparado a partir de uma solucéo
estoque de TBE 10x, contendo Tris 0,89M, EDTA 0,02M e Acido Borico 0,89M),
contendo 8ul de Brometo de Etidio 0,025%. Para cada gel foram aplicadas 45
amostras, correspondendo a 15 amostras de cada é&rea de manguezal
estudado. Para a determinacdo do conteudo de nucleotideos dos produtos
amplificados foram utilizados 8ul (10pug/ml) o marcador de peso molecular
Ladder 1Kb. Foram acrescentados 2ul de uma mistura contendo Azul de
Bromofenol (0,25%) e glicerol (60%) em agua para cada 8ul de amostra para a
aplicacdo no gel. As eletroforeses foram realizadas em cubas horizontais
meédias, durante uma hora e quarenta minutos, a 75V. Transcorrido este tempo,
0S géis eram visualizados em um transiluminador com luz ultravioleta, e os
resultados foram documentados com o auxilio do programa Gel Doc XR

System, que possibilita a analise digital das imagens.

Os oligonucleotideos utilizados no presente estudo fizeram parte do kit
Operon, sendo testados 21 deles, dos quais foram selecionados sete que

19



resultaram em melhores amplificacées, sendo eles: OPE12, OPE14, OPE15,
OPE18, OPG5, OPI7 E OPJ9 (vide tabela I).

Os resultados obtidos a partir da visualizacdo dos géis foram
transformados em matrizes numéricas binérias, sendo a auséncia do marcador
representada com “0” e a presenca com “1”. Assim, foram construidas oito
matrizes binarias, sendo sete delas referente aos oligonucleotideos analisados
e uma geral para o conjunto deles. Apds realizada a medi¢cdo da distancia
migrada por cada um dos fragmentos a partir do po¢o de introducdo da
amostra, em milimetros, foi efetuada sua converséao para tamanho em pares de
bases, utilizando-se o programa Fragment Size Calculator (disponivel em

http://www.basic.northwestern.edu/biotools/SizeCalc.html).

As matrizes obtidas foram submetidas ao Algoritmo de Distancia de Nei
& Li (Nel & LI, 1979) e dendogramas foram construidos utilizando o programa
Free Tree v. 0.9.1.50 (Pavlicek & Flegr, 2001 - disponibilizado em
http://www.natur.cuni.cz/~flegr/freetree.php), pelo método de médias das
distancias (unweighted pair-group method using arithmetic average — UPGMA).
Optou-se pela utilizacado do bootstrapping como método de reamostragem, com
400 repeticdes. Além disso, as matrizes binarias foram analisadas utilizando-se
0 programa PopGene v. 1.32., segundo YEH et al. (1999), para determinagéo

dos parametros de distancias genéticas entre populacdes (Gsrt) (NEI, 1972).

Visando confirmar possiveis diferencas genéticas quanto ao numero de
loci amplificados para cada um dos sete oligonucleotideos foram realizadas
analises de variancia (ANOVA) utilizando-se o programa BioEstat v. 5.0 (AYRES
et al., 2007).
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Tabela I: Lista dos oligonucleotideos do kit Operon utilizados no presente estudo e suas
respectivas sequiéncias nucleotidicas. Em destaque, estdo representados os oligonucleotideos
que apresentaram resultados informativos.

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA
OPD13 5 -GGGGTGACGA-3
OPD18 5 -GAGAGCCAAC-3
OPE11 5 -GAGTCTCAGG-3’
OPE12 5 -TTATCGCCCC-3
OPE14 5 -TGCGGCTGAG-3’
OPE15 5 -ACGCACAACC-3
OPE16 5 -GGTGACTGTG-3
OPE17 5 -CTACTGCCGT-3
OPE18 5 -GGACTGCAGA-3
OPF5 5 -CCGAATTCCC-3
OPF13 5 -GGCTGCAGAA-3
OPF16 5 -GGAGTACTGG-3
OPG2 5 -GGCACTGAGG-3’
OPG5 5 -CTGAGACGGA-3
OPG8 5 -TCACGTCCAC-3
OPG11 5 -TGCCCGTCGT-3
OPH5 5 -AGTCGTCCCC-3
OPH13 5 -GACGCCACAC-3

OPI7 5 -CAGCGACAAG-3
OPJ9 5 -TGAGCCTCAC-3’
OPJ14 5 -CACCCGGATG-3
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4. RESULTADOS

4.1. Metais Pesados

Os teores de metais pesados no sedimento foram analisados com base
em valores-guia para a qualidade do sedimento, originarios do Canada,
denominados niveis limiares de efeitos (threshold effect levels - TEL) e niveis
provaveis de efeitos (probable effect levels - PEL), que levam em conta os
efeitos causados por estas concentragcbes na biota local. Deste modo,
considera-se que valores inferiores ao TEL ndo implicam em efeitos biologicos
adversos, concentracoes entre TEL e PEL repercutem em possiveis efeitos
adversos, e quando os valores sdo superiores ao PEL os efeitos bioldgicos
adversos sdo considerados provaveis (EASTSIDE ENVIRONMENTAL STATEMENT:

SEDIMENT QUALITY, 2007).

No Brasil os valores-guia relacionados a agua sao determinados pelo
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), através da Resolucéo
CONAMA n° 357/05. De acordo com esta resolugdo, as aguas salobras das
areas de manguezal estudadas sdo classificadas como pertencentes a Classe
1 (Juréia - agua salobra dentro de Unidade de Conservacado), Classe 2 (Séo
Vicente - atividades pesqueiras exercidas na regido) e Classe 3 (Cubatao -

agua indicada para navegacao e harmonia paisagistica).

Na tabela Il estdo representados os valores-guia de TEL e PEL para o
sedimento e os valores maximos para as classes de agua salobra permitidos

pela legislacao brasileira.

As concentragbes de metais pesados encontradas nas amostras de

sedimento e agua encontram-se listadas nas tabelas Ill e IV, respectivamente.

As concentracdes de metais pesados contidos nas amostras de
sedimento foram todas inferiores aos valores-guia de TEL e PEL. Desta
maneira, ndo se pode afirmar que tenham causado efeito bioldgico adverso em

qualquer das areas de manguezal avaliadas.
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Tabela II: Valores de referéncia para o sedimento (Eastside Environmental Statement:
Sediment Quality, 2007) e maximos permitidos para aguas salobras (Resolu¢cdo CONAMA n°

357/05).
SEDIMENTO AGUA SALOBRA
METAIS
PESADOS TEL ) PEL . CLASSIlE 1 CLASSIlE 2 CLASSEl 3*
(mg.kg ™) (mg.kg ™) (mg.1™) (mg.1™) (mg.1™)
Cu 18,7 108 0,005 0,0078 -
Cd 0,7 4,2 0,005 0,04 .
Cr 52,3 160 0,05 1,1 )
Pb 30,2 112 0,01 0,210 -
Hg 0,13 0,77 0,0002 1,8 -

(*) N&o existem valores-guia estabelecidos para a classe 3 pela Resolugdo CONAMA n°357/05

Tabela Ill: Médias das concentracdes de metais pesados (ug.g™) presentes nas amostras de
sedimento em cada uma das areas de manguezal, para a superficie e nas trés profundidades

(cm).
CONCENTRACAO DE METAIS PESADOS
AREA DE PROFUNDIDADES ()

MANGUEZAL (cm) Cu Cd Cr Pb Hg
Superficie 1,92 0,053 3,17 4,56 <0.1
15 1,30 0,046 3,08 3,19 <0,1

JUREIA

30 3,19 0,043 2,14 8,35 <0,1
45 5,17 0,057 4,37 3,97 <0,1
Superficie 3,81 0,063 6,38 5,33 <0,1
15 4,01 0,077 6,91 6,18 <0,1
CUBATAO 30 3,78 0,063 7,47 5,41 <0,1
45 2,81 0,057 5,24 3,86 <0,1
Superficie 5,81 0,100 7,07 10,30 <0,1
15 5,35 0,060 6,00 5,93* <0,1
SAQ VICENTE 30 4,32 0,087 5,26 10,04 <0,1
45 5,29 0,080 7,72 10,61 <0,1

(*) Apesar de serem trés amostras para cada profundidade, a média desta profundidade para chumbo foi calculada
com base em duas amostras, uma vez que a terceira possuia concentracdo de Pb abaixo dos niveis detectados
pelas técnicas empregadas.
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Tabela IV: Médias das concentracGes de metais pesados (mg.l'l)
nas amostras de agua em cada uma das areas de manguezal.

CONCENTRACAO DE METAIS PESADOS

AREA DE

(mg.1™)
MANGUEZAL
Cu Cd Cr Pb Hg
JUREIA <0,05 <0,01 <0,05 <0,125 <0,1

CUBATAO <0,05 <0,01 <0,05 0,150 <0,1
SAO VICENTE <0,05 <0,01 <0,05 0,178 0,44

O meétodo utilizado para analisar o teor de metais pesados nas amostras
de &gua ndo detecta concentracBes inferiores a 0,1mg.I* para mercurio,
125mg.I"* para chumbo, 0,05mg.I* para cobre, e 0,01mg.I" para cadmio, o que
impossibilitou a classificacdo das amostras de agua provenientes da Juréia, se
superiores ou inferiores aos permitidos pela legislacéo vigente, sendo evidente,

apenas, que o teor de cromo encontra-se dentro dos limites permitidos.

Como também ndo existem valores-guia para a qualidade de agua
salobra da Classe 3 na Resolugdo CONAMA n° 357/05, nenhuma afirmativa

pode ser feita com relacdo as amostras de agua obtidas em Cubatéo.

No caso de Séo Vicente, o método utilizado ndo conseguiu detectar
concentracdes inferiores a 0,05 mg.I* para cobre, o que impossibilita a
classificacdo dos teores encontrados com base na legislagcdo vigente. As
concentragdes encontradas para cadmio, chumbo e cromo foram inferiores aos
limites permitidos, enquanto a concentracdo média de mercario demonstrou
estar mais de 240 vezes acima do maximo permitido pela Resolucdo CONAMA
n°357/05.

Por outro lado, a realizacdo das Analises de Variancia (duas vias),
realizadas com os dados das concentragcdes presentes em cada uma das
profundidades, em cada area de estudo, possibilitou a deteccédo de diferencas
significativas para alguns dos metais pesados. Foram encontradas diferencas
significativas nos niveis de cadmio entre Juréia e Sao Vicente (p<0,05), e entre
Cubatdo e Sé&o Vicente (p<0,05), mas ndo entre Juréia e Cubatdo (p<0,05).

Tratando-se do cromo, ocorreram diferencas significativas entre Juréia e
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Cubatdo (p<0,05), e entre Juréia e Sao Vicente (p<0,05), mas nao entre
Cubatdo e Séao Vicente (p<0,05). No caso do cobre, as trés areas de estudo
mostraram-se diferentes (p<0,05), ocorrendo o inverso com o teor de chumbo,
que nao diferiu significativamente entre as areas de manguezal avaliadas
(p<0,05).

Como as concentracbes de mercurio presentes no sedimento foram
muito baixas, a sensibilidade do método utilizado ndo pbéde quantifica-las,
representando, em todos os casos, valores inferiores a 0,1ug.g”, o que

impossibilitou a realizacdo de analises estatisticas.

Os resultados das Analises de Variancia (Uma Via), visando comparar
as medias de concentracdo para cada metal pesado, entre as diferentes
profundidades em uma mesma area de estudo, ndo demonstraram diferencas
significativas em nenhum caso. Para S&o Vicente a média da concentragdo de
chumbo foi calculada com base em apenas dois valores, pois um dos trés
valores da anélise resultou inferior a 0,05ug.g*. Como j4 mencionado
anteriormente, 0 mesmo ocorreu com o0 mercurio, devido aos valores gerados
terem sido inferiores a 0,1ug.g™”, impossibilitando a execucdo de andlises
estatisticas.

4.2. Andalises de Marcadores Genéticos Moleculares

Conforme mencionado no topico 3.5 dos “Materiais e Métodos”, somente
os sete oligonucleotideos considerados mais informativos (maior nimero de
alelos e amplificagdo reproduzivel) estdo sendo abordados no presente
trabalho, a exemplo do OPE12 (vide figura 5). Os primers investigados

resultaram em fragmentos que variaram entre 191 e 1625pb.
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Figura 5: Fotografia do gel obtido a partir da reagao com uso do oligonucleotideo OPE12 para
as amostras de Ucides cordatus nas areas de manguezal da Juréia, Cubatéo e Séo Vicente
(n=15/cada). A esquerda do conjunto superior e inferior das amostras, verifica-se 0 marcador

molecular DNA Ladder 1Kb.

Os sete oligonucleotideos testados amplificaram, em média, sete loci,
com o OPE15 fornecendo o maior niumero de loci amplificados (nove), e o
OPE18 o menor deles (seis) (vide figura 6). Considera-se como loci um mesmo
espectro de tamanho de fragmentos, em termos de pares de bases, tendo
como referéncia as andlises visuais dos géis. Nao ocorreram diferencas
significativas quando o numero total de loci amplificados por oligonucleotideo
foi confrontado entre as areas de manguezal (F=0,049; p>0,05). Da mesma
maneira, andlises de variancia (uma via) ndo demonstraram diferencas
significativas entre o nimero de loci amplificados em cada uma das areas de
manguezal (F=0,785; p>0,05).
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N°DE LOC/ GERADO POR CADA
OLIGONUCLEOTIDEO

ITIN]

OPE12 OPE14 OPE15 OPE18 OPG5 OPI7 OPJ9
OLIGONUCLEOTIDEOS

N°DE LOCI
ONRED®O

Figura 6: Representacdo do nimero de loci gerado por cada um
dos oligonucleotideos investigados no presente estudo.

Os resultados obtidos para o numero de fragmentos gerados por cada
um dos oligonucleotideos investigados no presente estudo encontram-se

compilados na figura 7.

As analises de variancia demonstraram auséncia de diferencas
significativas entre as médias do numero de fragmentos gerados pelos
oligonucleotideos OPE14, OPE15 e OPE18 entre as trés areas de estudo. Por
outro lado, o oligonucleotideo OPE12 resultou em diferencas significativas
entre Juréia-Cubatéo e Juréia-Sao Vicente no numero de fragmentos gerados
(F=12,827; p<0,01), mas nao entre Cubatdo-Sao Vicente (p>0,01). Em termos
numericos, enquanto a Juréia teve 45 fragmentos amplificados no total, para as

quinze amostras, Cubatéo e Sao Vicente tiveram 27 e 25, respectivamente.

O oligonucleotideo OPG5 demonstrou diferencas significativas entre
Juréia-Sao Vicente e entre Cubatdo-Séao Vicente (F=4,304; p<0,05), mas nao
entre Juréia-Cubatdo (p>0,05), sendo que a Juréia teve 36 fragmentos
amplificados para as quinze amostras, ocorrendo 0 mesmo para Cubatéo,

enquanto Sao Vicente teve apenas 20 fragmentos amplificados.

O oligonucleotideo OPI7 demonstrou diferencas significativas entre
Juréia-Sao Vicente (F=10,582; p<0,01) e entre Cubatdo-Sao Vicente (p<0,05),
mas nao entre Juréia-Cubatdo (p>0,05). Todavia, especificamente no caso
deste oligonucleotideo, a Juréia apresentou o menor numero de fragmentos
amplificados para as amostras (quinze), enquanto Cubatdo e Sao Vicente
apresentaram 25 e 47, respectivamente.
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O oligonucleotideo OPJ9 demonstrou diferencas significativas entre
Juréia-Cubatao e entre Cubatdo-Sao Vicente (F=4,657; p<0,05), mas nao entre
Juréia-Sao Vicente (p>0,05).

N° DE FRAGMENTOS POR OLIGONUCLEOTIDEO

EM CADA AREA

50
0 45 -
,9 40
& 35 -
= 30 -
% 32 T H Juréia
L. 15 - H Cubatio
w
Q 10 - M S3o0 Vicente
Z 5 -

O -

OPE12 OPE14 OFE1S OPE18 OPGS  OFI7T OPJY
OLIGONUCLEOTIDEO

Figura 7: Numero de fragmentos amplificados por cada um dos oligonucleotideos investigados,
entre cada uma das areas de manguezal.

E importante ressaltar que nem sempre os oligonucleotideos
amplificaram todas as amostras para as areas de manguezal. Assim, oito
amostras ndo foram amplificadas para o OPJ9 (01 Juréia + 04 Cubatédo + 03
Sao Vicente); quatro amostras para o OPE14 (02 Juréia + 01 Cubatdo + 01
Séo Vicente), OPE15 (01 Juréia + 01 Cubatdo + 02 Séo Vicente) e OPE17 (02
Juréia + 02 Cubatdo); trés amostras para o OPE12 (02 Juréia + 01 Séao
Vicente); e duas amostras para o OPE18 (01 Juréia + 01 S&o Vicente). O
OPGS5 foi o unico oligonucleotideo testado que gerou amplificacdo para as 45

amostras.

Considerando-se as medidas originais de distancia genética de Nei
(1972) entre os oligonucleotideos, é possivel observar trés diferentes padrdes,
sendo eles: 1) diferengas entre Juréia-Cubatdo e Juréia-Sao Vicente, mas nao
entre S&o Vicente-Cubatdo (obtido a partir do oligonucleotideo OPE12); 2)
diferencas entre Juréia-Sao Vicente e Cubatdo-Sao Vicente, mas néo entre
Juréia-Cubatéo (obtido a partir dos oligonucleotideos OPE14, OPE15, OPE18 e
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OPI7); e 3) diferencas entre Juréia-Cubatdo e Sao Vicente-Cubatdo, mas néo

entre Juréia-Sao Vicente (obtido a partir dos oligonucleotideos OPG5 e OPJ9).

Por sua vez, as medidas originais de distancia genética de Nei (1972),
calculadas com base na unido dos dados fornecidos por todos os
oligonucleotideos, demonstraram diferencas genéticas entre Juréia-Sao
Vicente e entre Cubatdo-Sao Vicente, mas ndo entre Juréia-Cubatéo,
corroborando os resultados obtidos para a maioria dos oligonucleotideos
(OPE14, OPE15, OPE18 e OPI7) (vide tabela V e figura 8).

Tabela V: Medidas originais de distancia genética de Nei (1972),
calculadas para as trés areas de estudo.

Populagdo Juré&ia Cubatdo S8do Vicente
Juréia i 0,9533 0,9040
Cubatdo 0,047 R 0.2150
Sdo Vicente 01010 0,0868 i
JUREIA
CUBATAO
SAO VICENTE

Figura 8: Dendograma das medidas originais
de distancia genética de Nei (1972).

As andlises de matrizes binarias feitas com o software Free Tree v.
0.9.1.50 resultaram em diferentes padroes de dendogramas para cada um dos
oligonucleotideos testados, entretanto, o foco sera dado sobre o dendograma
construido com base na unido dos resultados fornecidos por todos os
oligonucleotideos. Os agrupamentos do dendograma serdo aqui numerados
em ordem crescente (superior para inferior), visando facilitar a descricdo dos
resultados obtidos. Desta forma, em um dendograma com cinco agrupamentos,

O primeiro na porcdo superior sera chamado de Agrupamento 1, o
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imediatamente abaixo de Agrupamento 2, e assim por diante, até aquele
localizado na porcdo mais inferior, denominado de Agrupamento 5. Cabe
ressaltar que os clados maiores, nos quais 0s agrupamentos estao contidos,

serdo aqui tratados como ramos.

O dendograma construido com base nos dados gerais fornecidos por
todos os oligonucleotideos, com base no coeficiente de Nei & Li (1979),
resultou em oito maiores agrupamentos, sendo os Agrupamentos 2, 3 e 4
integralmente constituidos por amostras da Juréia (treze amostras, no total).
Logo a seguir, as amostras de Cubatdo estiveram presentes integralmente no
Agrupamento 5 e quase integralmente nos Agrupamentos 6 e 7 (treze
amostras). Finalmente, em um ramo diferente, houve a concentracdo da maior
parte das amostras de S&o Vicente, no Agrupamento 8 (quatorze amostras). O
padrdo encontrado demonstra maior relacdo entre as amostras da Juréia e de
Cubatéo (figura 9), ocorrendo o mesmo com os resultados fornecidos por trés
dos oligonucleotideos (OPE14, OPE15 e OPG5) e parcialmente com outros
dois (OPE12 e OPI7).

Figura 9: Dendograma construido com base nos dados fornecidos pelos sete
oligonucleotideos investigados, com destaque para os trés ramos que representam as areas de
manguezal analisadas (SV = Séo Vicente; C = Cubatéo; J = Juréia).
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5. DISCUSSAO

As concentracdes de metais pesados no sedimento, detectadas no
presente estudo, estiveram abaixo dos valores-guia estabelecidos pelo Canada
para os niveis limiares de efeitos (threshold effect levels - TEL) e niveis
provaveis de efeitos (probable effect levels - PEL). Por esta razédo, levando-se
em consideracdo apenas estas andlises, ndo ficam evidentes riscos ao nivel
bioldgico em nenhuma das trés areas de manguezal investigadas. O fato dos
niveis de metais pesados detectados nas amostras de sedimentos da Juréia
serem expressivamente inferiores aquele do TEL confirmou a hipo6tese inicial
do presente estudo, ocorrendo o mesmo com as amostras de sedimento do
manguezal de Sao Vicente. Entretanto, contrariando a mesma hipdtese, as
concentracdes de metais pesados para as amostras de Cubatdo também foram

inferiores ao TEL.

Cabe ressaltar, ainda, que os resultados obtidos pelas Andlises de
Variancia (duas vias) também geraram informagdo diversa do que era
esperado. Ao inicio do estudo, as trés areas foram selecionadas com base em
seu historico, sendo, a partir dele, assumido que o manguezal da Juréia seria 0
de menor impacto ambiental (insercdo no Mosaico de Unidades de
Conservacao Juréia-ltatins), sendo seguido pelo manguezal de Sao Vicente,
enquanto o manguezal de Cubatéo foi considerado como o de maior impacto.
As analises estatisticas confirmaram a posicdo da Juréia em relacdo aos
menores teores de metais pesados, embora estes teores tenham sido mais
elevados para Sao Vicente do que Cubatdo, contrariando os resultados
divulgados pelo Relatério da CETESB de Agosto de 2001.

Conforme mencionado no item 4.1 dos “Resultados”, devido aos
meétodos de quantificacdo dos metais pesados ndo terem sido suficientes para
concentracfes mais reduzidas, nao foi possivel avaliar a qualidade da agua
nas areas de manguezal considerando-se a maioria dos metais pesados da
Juréia e um dos metais pesados em Sao Vicente (cobre). Observou-se que a
concentracdo de cromo na Juréia encontra-se dentro dos padrdes
estabelecidos, assim como as concentra¢cées de cadmio, chumbo e cromo em

S&ao Vicente. Entretanto, dentre os resultados, merece destague os teores de
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mercurio encontrados em S&o Vicente, que superam os limites permitidos pela
legislacdo em mais de 240 vezes, apontando para a necessidade de
acompanhamento das variagcbes destes niveis, além da necessidade de

investigacao de potenciais fontes de mercurio para a regido do Rio Branco.

As analises estatisticas demonstraram diferencas significativas entre as
amostras de agua das areas de estudo e, da mesma maneira que no caso do
sedimento, foram encontrados maiores teores de metais pesados nas amostras
de Sé&o Vicente do que naquelas de Cubatdo. As amostras de agua da Juréia

apresentaram as menores concentracées de metais pesados.

A retencdo e acumulo de metais pesados no ambiente € resultado de
seu proprio incremento temporal. Entretanto, dependendo da granulometria do
sedimento de manguezal, pode ocorrer potencializacdo da retencdo destes
metais, 0 que € mais evidente nos sedimentos compostos por fragbes mais
finas, caracteristica dos sedimentos lamosos e argilo-arenosos (VANNUCCI,
2003; LITTLE, 2006), mais frequientes em manguezais. Assim, quanto mais finos
0S graos, maior sua propensao em acumular poluentes (TAM & YAO, 1998; TAM
& WONG, 2000; HypoLITO et al., 2005). Outros parametros também podem
influenciar a ocorréncia e acumulo de metais pesados no ambiente, entre os
quais destacam-se: o pH do sedimento, a quantidade/qualidade da matéria
organica, a concentracdo de anions, o potencial de oxi-reducao, os tipos de
sais presentes e a solubilidade (ZANDERS & RoJAs, 1996; TAM & WONG, 2000
apud VERTACNIK et al., 1995; HypoLITO et al., 2005).

Sabe-se que o Programa de Controle de Poluicdo Ambiental de
Cubatao, iniciado em julho/1983, resultou no controle de 98,8% das fontes de
poluicdo autuadas e na reducao de 92,5% dos poluentes lancados nos corpos
d’agua (CETESB, 2003). Os resultados encontrados no presente estudo
demonstram que as medidas tomadas pelo municipio podem estar sendo
efetivas, ao menos no que diz respeito ao lancamento de efluentes toxicos em

corpos d’agua (p. ex., cadmio, chumbo, cobre, chumbo e mercurio).

Uma hipotese provavel seria que a reducdo do lancamento destes
compostos toxicos na agua pelas industrias, bem como a complexa hidrologia

fluvial e de marés no completo estuarino em questéo, sejam responsaveis pela
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lavagem constante dos sedimentos de manguezal, bem como pela exportacdo
destes materiais para fora do sistema estuarino, ou mesmo para areas
adjacentes ao proprio estuario. Além disso, dados da literatura demonstram
que a bioturbacdo do sedimento ou a redistribuicdo pds-deposicional podem
mascarar 0s picos de concentracdo dos compostos toxicos presentes no
sedimento de manguezal (MACHADO et al.,, 2002). De acordo com as
caracteristicas do sedimento de manguezal, podem ocorrer dois processos
com os metais pesados: 1) absorcdo, com reducdo de sua remobilizacdo e/ou
biodisponibilidade, onde o manguezal atuaria como receptor; ou 2) adsorcao,
com acumulo de metais por um curto periodo de tempo até que, devido as
caracteristicas edaficas, eles sdo remobilizados e ressuspensos, de modo que

0 manguezal atua como fonte (TAM & WONG, 1996).

Analises de variancia ndo demonstraram diferencas significativas entre a
concentracdo de cada metal pesado entre as profundidades analisadas
(superficie, 15cm, 30cm e 45cm). Contrariando estes dados, TAM & WONG
(1996), investigando manguezais em Hong Kong, encontraram concentracdes
mais elevadas de metais pesados (cobre, zinco, manganés e cadmio) na
superficie do sedimento. Entretanto, vale ressaltar que os estudos destes
autores foram conduzidos em locais com grande influéncia antrépica e
constante descarga de efluentes, diferindo de Cubat&o, que conta desde 1983,
com o Programa de Controle de Poluicdo Ambiental, j& mencionado

anteriormente.

MACHADO et al. (1998) demonstraram que a concentracdo de metais
aumenta com a profundidade, em funcdo do tempo em que ocorreu a
diminuicdo ou encerramento da liberacdo de compostos toxicos pelas fontes
poluidoras. Como cada area de manguezal tem sua propria taxa de
sedimentacao, de acordo com sua caracteristica e dinamica hidrica, pode-se
levantar a hipotese de que em Cubatdo, cujo principal historico de
contaminagcdo remonta a década de 70, os sedimentos com maiores
concentracbes de metais pesados seriam encontrados em maiores
profundidades. Gobpoy et al. (1998), estudando as taxas de sedimentagédo na
Baja da Guanabara (RJ), encontraram valores entre 0,17 e 2,2cm.ano™,

considerando camadas de sedimentos de 0-15 a 33-45cm. Assim, pode-se
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assumir como possibilidade que o sedimento mais contaminado em Cubat&o
seja encontrado abaixo dos 45cm de profundidade, ndo amostrado no presente
estudo. Apesar disso, as freqlentes dragagens que ocorrem na regiao de
Cubatdo (CETESB, 2005) possam inviabilizar tal hipotese, devido a alteracéo
nas taxas de distribuicdo e sedimentacdo natural pela ressuspensdo dos

compostos toxicos.

Deve ser considerada, ainda, a possibilidade de absor¢do e acimulo dos
metais pesados pelas espécies arbéreas de manguezal nas areas
investigadas, nomeadamente Rhizophora mangle, Avicennia schaueriana e
Laguncularia racemosa. Ramos & GERALDO (2007) investigaram a retencao de
cadmio, chumbo, cobre, cromo e zinco pelas folhas destas trés espécies
vegetais em manguezais do Rio Cubatdo e, apesar de Avicennia ter mostrado
maior propensao a bioacumulacdo, ndo houve diferenca significativa entre as
espécies analisadas. Demonstraram, também, que, de maneira geral, ndo ha
uma acentuada contaminagdo nos vegetais apesar da evidéncia de

contaminagéo por cadmio e cromo em diversas amostras de folhas analisadas.

WEN-JIAOL et al. (1997) estudando bioacumulacdo de alguns metais
pesados por Rhizophora stylosa, em um manguezal da China, demonstraram
diferencas tanto na absorcdo, quanto no local de armazenamento destes
metais. A espécie mostrou uma maior habilidade na absor¢cdo do cadmio
(folhas e raizes enterradas), uma absorcdo intermediaria de chumbo
(principalmente nos ramos) e uma dificil absor¢do do cobre (ramos e raizes
enterradas) e cromo (ramos, cascas, galhos e raizes escora). Estes autores
demonstraram, ainda, que as concentracdes encontradas nos vegetais
atingiam entre 90 a 96% da concentragdo destes mesmos metais no solo,
indicando sua expressiva absor¢cdo e armazenamento nas raizes, troncos e
ramos, frequentemente ndo consumidas pelos animais, reduzindo sua

bioacumulacao progressiva aos consumidores secundarios.

MACFARLANE & BURCHETT (2002) investigaram a bioacumulacdo de
cobre, chumbo e zinco por exemplares de Avicennia marina em manguezais de
Sydney, na Australia. Os autores demonstraram que o cobre é acumulado nos
tecidos radiculares, e que sua translocagéo para as folhas € baixa. O chumbo,
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por sua vez, é encontrado em menor concentracdo por ser extrusado a partir
do epitélio radicular ou pelas folhas, no caso de concentracBes mais elevadas
deste metal no sedimento. As maiores taxas de incorporagdo ocorreram com O
cobre e o0 zinco, apresentando transporte para as folhas, ocorrendo 0 mesmo
com o chumbo. MACFARLANE et al. (2003), também estudando exemplares de
Avicennia marina, nos manguezais de Sydney, demonstraram bioacumulacao
de cobre, chumbo e zinco nos tecidos radiculares, com translocacao da raiz
para as folhas, sendo que a concentracdo de cobre e zinco nas folhas era igual
a 10% a presente nas raizes e, no caso do chumbo igual a 3%. Os autores
mencionam que as plantas acumulavam cobre e chumbo nos tecidos de suas
raizes em concentracdo igual ou superior aquela presente no sedimento do
entorno. O chumbo, por ndo ser um metal essencial a planta, apresentou
baixas taxas de translocacdo, sugerindo um forte mecanismo de extrusao,
conforme mencionado no estudo anterior. Da mesma forma, estes dois artigos
também demonstram que na presenca de chumbo e zinco no sedimento,
ocorre a potencializacado do efeito, com aumento na acumulacdo de chumbo,
tanto nas raizes quanto nos tecido foliculares, enfatizando as interacfes que
ocorrem entre as diversas substancias presentes no sedimento e,
consequentemente, sobre a biota local. MACHADO et al. (2002) investigaram a
bioacumulacdo de determinados metais pesados pelas folhas de Laguncularia
racemosa nos manguezais da Baia da Guanabara (RJ), demonstrando uma
maior transferéncia de cobre, manganés e niguel do sedimento para as folhas,

guando comparado ao zinco e chumbo.

De qualquer modo, seria interessante, também, que fossem
determinadas as concentracdes de metais pesados presentes nos tecidos dos
animais, para verificacdo da taxa de incorporacao destes compostos a partir do
meio ambiente. O Relatorio da CETESB (2001), relativo ao Programa de
Controle de Poluicdo (PROCOP) para o Sistema Estuarino de Santos-S&o
Vicente, apresenta a determinagdo da concentracdo de metais pesados no
tecido muscular de diversos organismos aquaticos e semi-terrestres, entre 0s
quais figurao caranguejo-uca. Entretanto, exemplares desta espécie foram

coletados somente no Estuario de S&o Vicente, e as concentracdes

35



encontradas para cadmio, chumbo, cobre, cromo e mercurio foram inferiores ao

limites maximos estabelecidos ao consumo humano.

O numero de fragmentos gerados pelos oligonucleotideos ndo diferiu
significativamente entre as areas de manguezal avaliadas. A exposicao
continuada de populagdes animais a compostos téxicos geralmente implica em
reducdo da variabilidade genética (efeito pescog¢o de garrafa - bottleneck) e no
acasalamento de animais com baixa variabilidade genética (endogamia) (NADIG
et al.,, 1998; MA et al., 2000; Ross et al., 2002). Entretanto, reducbes na
variabilidade genética s6 foram observadas a partir da utilizacdo dos
oligonucleotideos OPE12 e OPG5, com um menor numero de fragmentos
gerados para as amostras de S&o Vicente, local com as maiores concentracdes
dos metais pesados investigados neste estudo. Contraditoriamente ao
esperado, os resultados gerados pelo oligonucleotideo OPI7 mostraram o
menor numero de fragmentos para as amostras da Juréia, enquanto as
amostras de S&o Vicente apresentaram a maior variabilidade genética,
similarmente ao encontrado por NADIG et al. (1998), no estudo com Lepomis
auritus. Com base no estudo de THEODORAKIS (2001), pode-se inferir que o
efeito pescoc¢o de garrafa ndo ocorreu nas trés areas de manguezal analisadas
no presente estudo, uma vez que somente 28,6% dos sete oligonucleotideos
testados demonstraram reducdo na variabilidade genética, aqui referida como
guantidade de fragmentos gerados no local com os maiores teores de metais.

Os resultados obtidos pelas medidas originais de distancia genética de
Nei (1972) estiveram de acordo com os dados obtidos para as concentracdes
de metais pesados presentes nas amostras de sedimento e de agua. Assim,
foram demonstradas diferencas significativas entre Juréia-Sdo Vicente e
Cubatdo-S&o Vicente, mas ndo entre Juréia-Cubatdo, com S&o Vicente

aparecendo em um ramo diferente do dendograma gerado.

Da mesma maneira, 0s resultados visualizados nos dendogramas,
obtidos a partir das amostras do caranguejo-uca nas areas de manguezal
estudadas, demonstraram um maior grau de similaridade genética entre
aguelas da Juréia e Cubatdo, que se concentraram em um ramo diferente das

7

amostras de Sao Vicente. Tal fato € concordante aos resultados individuais
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fornecidos por alguns dos oligonucletideos (OPE14, OPE15 e OPG5) e
parcialmente com outros (OPE12 e OPI7). Para a construgcdo destes
dendogramas, optou-se por utilizar o coeficiente de similaridade de Nei & Li,
que estima a proporcdo esperada de fragmentos amplificados compartilhados
pelas amostras. Além disso, em estudos com RAPD baseados na investigacao
de organismos com relacdes proximas, foi demonstrado que este coeficiente

causa menor viés, sendo 0 mais recomendado nestes casos (LAMBOY, 1994).

Assim como verificado para os resultados dos metais pesados, os dados
de diversidade genética demonstraram maior similaridade entre os animais
coletados nos manguezais da Juréia e Cubatéo, indicando diferenca daqueles
procedentes de S&o Vicente. Levando-se em conta que da implantacdo do
Programa de Controle de Poluicdo Ambiental em Cubatédo, até a realiza¢do do
presente estudo, decorreram somente 23 anos, € pouco provavel que a
populacdo de Ucides cordatus possa ter recuperado sua diversidade genética.
Por este motivo, € plausivel supor que os teores dos metais avaliados ndo
afetaram as populacdes do caranguejo-ucad de Cubatdo, bem como que 0s
manguezais deste municipio agiram apenas como fonte, absorvendo
temporariamente estes metais, que foram adsorvidos devido as caracteristicas
edaficas e de dinamica hidrica, sendo depois ressuspendidos e transportados
estuario abaixo. Contrariamente, dependendo das caracteristicas edéficas e
hidrodindmicas, os manguezais de Sao Vicente poderiam acabar funcionando
como area receptora de metais pesados, gerando reducdo da diversidade
genética de suas populacdes animais, explicando a maior similaridade genética
entre aqueles procedentes de Cubatdo e Juréia. Ndo foram encontradas
diferencas significativas de variabilidade genética, expressa em numero de loci
amplificados pelas amostras para cada uma das areas de manguezal

analisadas.

O fato do manguezal de S&o Vicente ter apresentado elevada taxa de
metais pesados, e se diferenciar geneticamente da Juréia e Cubatdo (conforme
demonstrado pelos célculos de distancia genética), evidencia a necessidade
premente de uma intensificacdo de estudos sobre as fontes poluidoras as quais
0S manguezais da regido estdo expostos. O Relatorio da CETESB (2001),

resultante do Programa de Controle de Poluicdo (PROCOP) para o Sistema
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Estuarino de Santos-Sado Vicente, também demonstrou elevadas
concentragcbes de cadmio, chumbo, cobre e mercurio para os manguezais do
Estuario de S&o Vicente. Possivelmente tal quadro seja causado por
contaminacao pela CIEL, uma industria localizada no estuario de Séo Vicente,
proxima a desembocadura do Rio Branco, que por manipular escorias da
COSIPA, pode acabar importando seus residuos contaminados. Além disso,
em S&o Vicente existem locais de disposicao irregular de residuos industriais
contaminados, tais como os da RHODIA, gue influenciam diretamente a regido
do Rio Branco, que também recebe a drenagem de esgotos domeésticos,
servindo como fonte de metais pesados, cianeto, e outros compostos fendlicos
(CETESB, 2001). Os manguezais de Sao Vicente sofrem, ainda, impactos das
estradas de rodagem proximas, de maneira que na época das chuvas diversos
compostos (metais pesados, fendis, hidrocarbonetos, entre outros) sé&o
lixiviados e atingem os ecossistemas estuarinos (DENIS ABESSA, COM. pess.).
PINHEIRO & TOLEDO (em preparacdo) descrevem um exemplar de Ucides
cordatus com malformacdo de um de seus quelipodos (pinca), verificando
11,542 células micronucleadas/1.000 analisadas, ou seja, trés vezes acima do
estabelecido como normal na literatura, atribuindo esta diferenciacdo a
exposicdo do animal aos efluentes industriais de Cubatéo e contaminantes dos

lixdes publicos da Alemoa e Sambaiatuba.

Diversos dados da literatura demonstram as altas concentracdes de
metais pesados presentes nos manguezais de Cubatdo, ndo detectadas no
presente trabalho. Conforme mencionado anteriormente, a lavagem do
sedimento destes manguezais pode ter promovido o transporte dos metais para
outros locais do estudrio. Deve-se ressaltar, ainda, o reduzido numero de
animais coletados por area de manguezal (n=15), o que poderia enviesar 0s
resultados. Assim, o ideal seria a conducdo de mais coletas, com pelo menos
trés réplicas por area de estudo, e captura de 15 animais/réplica (n=45), além
de um maior numero de amostras de agua e sedimento nestas réplicas, na
tentativa de cobrir uma maior area do estuario. Talvez fosse interessante,
ainda, recorrer a outros meétodos mais sensiveis a determinacdo da

concentracédo de metais pesados presentes nas amostras.
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Outro fato que vale ser ressaltado é a possibilidade que no presente
estudo tenham sido selecionados metais pesados de menor influéncia sobre a
diversidade genética, em detrimento de outras substancias, tais como
solventes aromaticos, fertilizantes ou hidrocarbonos aromaticos policiclicos,
todos eles com carater mutagénico. Cabe ressaltar, ainda, que Cubatéo
emergiu enquanto grande pélo industrial na década de 60, com a instalagéo de
23 industrias na regido (UecHI, 2008), tendo transcorrido 23 anos deste fato até
a implantacdo do Programa de Controle de Poluicdo Ambiental ocorrido em
1983. Talvez a populagéo de Ucides cordatus do manguezal de Cubatéo tenha
sido exposta a compostos sem efeito toxico direto, e o tempo de exposicao (23
anos) ndo tenha sido suficiente para causar alteracdes na diversidade genética.
Todavia, ndo se pode descartar a hipétese de que a populacdo de Ucides
cordatus do manguezal de Cubatdo tenha recuperado sua variabilidade
genética, através de processos de fluxo génico. E importante ressaltar, ainda,
que as diferencas na variabilidade genética podem ser resultado de fatores,
tais como fluxo génico, deriva genética, endogamia, densidade populacional,
complexidade do habitat, sele¢cdo natural e mutacdo (NeI et al., 1975;
THEODORAKIS & SHUGART, 1997). Tal fato resulta em diferentes respostas para
cada populacdo estudada, lembrando a peculiaridade caracteristica de cada
manguezal, e que os resultados obtidos no presente trabalho néo refletem a
realidade da Juréia, de Sao Vicente e de Cubatdo, mas sim, especificamente,

dos manguezais investigados nestes locais.

NADIG et al. (1998) ndo conseguiram demonstrar diferencas significativas
relacionando diversidade genética de peixes (Lepomis auritus) expostos a
contaminantes. Entretanto, outros parametros analisados demonstraram
diferencas significativas, tais como a concentracdo de mercurio na agua e nos
tecidos dos peixes, assim como a atividade da enzima de detoxificacdo
(detoxification enzyme — EROD) e a integridade do DNA. No presente estudo
foi utilizada somente a técnica de RAPD. Para uma andlise refinada seria
interessante a aplicacdo conjunta de outras metodologias moleculares como
analise de expressdao génica e medidas de bioacumulacdo tecidual para a
comparacdo dos resultados, com aumento de sua robustez. Além disso, a

utilizacdo de mais de uma espécie para avaliar possiveis alteragbes a nivel
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genético também é uma sugestdo valida, principalmente em casos de
comparacao entre populagbes provenientes de locais contaminados e de
referéncia. Tal fato torna-se ainda particularmente evidente quando a pretenséo
e determinar relacdes de causa/efeito ou quando inferéncias sobre 0 sucesso
de medidas remediadoras (Ma et al., 2000; Ross et al., 2002).
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Visando complementar os resultados obtidos, assim como incrementar
0s conhecimentos sobre a bioecologia de Ucides cordatus, recomendam-se

para estudos futuros na area:

» Selecdo de trés manguezais a serem investigados em cada area de
estudo, visando o aumento da &rea de cobertura, do nimero de animais
analisados e a maior robustez dos dados;

* Determinagcdo da concentracdo de metais pesados presentes nos
tecidos dos animais;

» Determinacdo da concentracdo de metais pesados em tecidos de
Rhizophora mangle, Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa;

* Determinacdo dos teores de um maior nimero de metais pesados no
sedimento, na agua e nos tecidos, além da escolha de outros compostos
téxicos relevantes, liberados pelo homem neste ecossistema;

» Estudos envolvendo modelagem para maiores conhecimentos sobre a
hidrodinamica dentro dos estuarios estudados;

* Levantamento das caracteristicas edaficas dos manguezais, envolvendo
dados de granulometria e quantidade de matéria organica presente no
sedimento;

» Estudos sobre dispersao larval da espécie-alvo.
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